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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA VIRULENCE 
ET DU POUVOIR TOXIGENE DU VIBRION CHOLERIQUE : 


1. — INFLUENCE DE LA TEMPERATURE D'INCUBATION 
SUR LA VIRULENCE EXPERIMENTALE DE V/8A/0 CHOLERAE (OGAWA) 


par A. JUDE et J. GALLUT (°*). 


(Laboratoire Central de Bactériologie de l Armée 
et Institut Pasteur.) 


Dans un travail antérieur [4, 2], l'un de nous a mis en évidence 
la variation du pouvoir toxigéne de V. cholere de type Ogawa, 
au cours de la maladie, par titrage des toxines élaborées in vitro 
par 40 cultures de vibrions isolées au cours de 1|’évolution de 
10 cas de choléra (4 cultures en moyenne par cas) observés a 
Calcutta en février 1953. Ces cultures, qui n’avaient subi que 
de trés rares passages sur milieux artificiels étaient dues a 
Yobligeance de W. Burrows et C. E. Lankford qui les avaient 
mises aussit6t et trés aimablement a sa disposition. 

Les dosages des toxines élaborées in vitro 4 37° ont été faits 
sur la souris blanche ; ils ont permis de mettre en évidence, 
parmi les cultures provenant de chacun des 10 cas, une culture 
nettement plus toxigéne que les autres. Les vibrions a pouvoir 
toxigéne maximum ont toujours été isolés pendant la période 
d’état du choléra, en moyenne a la soixantiéme heure. 

L’interprétation de ces résultats avait conduit 4 la discussion 
du mécanisme de la production de la toxine cholérique et plus 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 novembre 1954. 
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particuliérement de Vinfluence de la température sur la toxino- 
genése. Le fait que les vibrions les plus toxigénes aient été 
isolés pendant la période d’état du choléra, qui s’accompagne 
toujours d’hypothermie, permettait de penser qu’a des tempé- 
ratures inférieures 4 la température normale de l’homme, la 
toxine était élaborée en plus grande quantité qu’a 37°, ou a des 
températures supérieures. 

Cette hypothése pouvait étre invoquée avec d’autant plus de 
vraisemblance que l’un de nous [8, 4] avait pu constater anteé- 
rieurement, chez Salmonella typhi, le rdle de la température 
d’incubation sur les variations de l’équipement antigénique et de 
la toxicité, se traduisant par des modifications de la virulence. 

Dans cette étude, nous rapportons les résultats de nos 
recherches sur la variation de la virulence pour la souris blanche 
de plusieurs souches de Vibrio cholere Ogawa dont les cul- 
tures avaient été incubées a des températures différentes. 


TECHNIQUES ET MATERIEL. 


Nous avons utilisé la souris blanche de 18-20 g, espéce animale 
sensible préconisée par Sokhey et Habbu [5] pour le titrage bio- 
logique du vaccin anticholérique. Les inoculations ont été faites 
par la voie péritonéale, sous le volume constant de 0,5 cm*. Les 
suspensions vibrioniennes, provenant de cultures agées de dix- 
huit a vingt heures, étaient faites en eau salée A 9 p. 1000, la 
teneur en germes étant déterminée par mesure de la densité 
optique des suspensions a lélectrophotométre, puis transfor- 
mation de cette valeur en nombre de germes au moyen d’une 
courbe d’étalonnage. Les animaux inoculés étaient observés 
pendant quatre jours. Le calcul des pourcentages de décés dans 
les groupes d’animaux et la détermination de la valeur 
létale 50 p. 100 (DL,,) et de ses limites de confiance ont été 
faits suivant la technique décrite par l’un de nous avec Bonét- 
Maury et P. Servant [6]. 

Les souches étudiées ont été les suivantes : 

H1I4l1, souche classique provenant de l'Institut Haffkine a 
Bombay et conservée depuis plusieurs années au laboratoire. 

B 24, B 118, B 148, B 144, isolées A Caleutta en février 1953. 

Ces quatre derniéres souches, faisant partie du lot étudié pré- 
cédemment par Pun de nous [2], avaient été conservées a |’état 
lyophilisé et n’avaient subi depuis leur isolement que de trés 
rares passages en milieux artificiels. 

Pour nos expériences les ensemencements ont été faits sur 
gélose nutritive ordinaire, de pH 7,5; les tubes ensemencés 
étaient incubés aux températures suivantes : 18°, 37° et 41°. 

Notons qu’a ces températures les récoltes obtenues étaient 


> 
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sensiblement égales, et qu’au cours des repiquages, nous n’avons 
pas constaté, dans les limites de nos expériences, de varia- 
tions S—> R. 

Résurrats (1). 


1° INFLUENCE DE LA TEMPERATURE D’INCUBATION (18°, 37° 
ET 41°5) SUR LA VIRULENCE DE « VIBRIO CHOLERE » Ocawa. — Les 
suspensions microbiennes ont été faites 4 partir de cultures sur 


Tasteau I. — Waleurs de la DL, de souches de Vibrio cholerz, type 
Ogawa, cultivées a différentes températures (culture de vingt- 
quatre heures, deux passages). 

La DL,, est exprimée en nombre de germes inoculés sous le volume de 0,5 cm%. 


temp. (x) 
Souches incub. DL50 et limites ce confiance 
18° 58x 108 (48,4 - 4) 
H I-41 37° 1255 % 10> (436.0: — 9,2) 
41°5 12,0210" (416.6 )— 6,5) 
18° 2,0 e102, 42016) 
Bee 37° Sy5° e107 aap es) 
41°5 S,Gexel0-s (eligi 6,6) 
18° 2,5 x 108 (43,5 = 1,6) 
B+ 113 370 4,5 210° (46,7 - 3,0) 
41°5 1250.2 10° (41742 =o) 
1g° O35 x 10° (9554 = 155) 
B= 143 37° 3,0 x 108 (46,8 - 1,9) 
: 41°5 anu 108 (41757 - 798) 
180 Dp60xr 10° 6425 5=2,0) 
B- 144 370 3,3 x 108 (44,8 - 2,2) 
41°5 12,0 x 108 (418,0 = 8,0) 


ace ee ae oe ee ae ae a ee 


(x) Le signe + indique la limite supérieure 
le signe - la limite inférieure 


woe seme Se Se en OR Se Se ee 


(1) Ces résultats ont déja été rapportés succinctement dans une note 


a l’Académie des Sciences [7]. 
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gélose, Agées de dix-huit a vingt heures, aprés deux passages 
journaliers 4 la température choisie. 

Les résultats sont rapportés dans le tableau I. 

La lecture de ce tableau montre que pour chacune des cing 
souches étudiées, la dose la plus faible de vibrions amenant !a 
mort de 50 p. 100 des animaux inoculés a toujours été observée 
avec les cultures développées a 18°, la dose la plus élevée avec 
les cultures développées a 41°5. Les suspensions de germes déve- 
loppés A 37° donnent une dose de valeur intermédiaire, a l’ex- 
ception de la souche H 1-41 dont les cultures incubées a 37° 
et 41°5 ont une DL,, identique. 


2° INFLUENCE DU NOMBRE DE PASSAGES EN MILIEU ARTIFICIEL 
A 18°, 37° er 41°5 suR LA VIRULENCE DE « VIBRIO “CHOLERE » 
Ocawa. — a) Cultures a 18°. — Les titrages ont été faits avec 
la souche B-144. 

Les résultats sont résumés dans le tableau II. 


Tastrau I]. — Valeurs de la DL,, de B-144, cultures a 18° 
(aprés 2, 8 et 17 passages a 18°). 


SOUCHR NOMBRE DE PASSAGES A 18° DLs9 ET LIMITES DE CONFIANCE 
2 1,6 10® (+2,5—4,0) 
Bastille et | 8 1,6 X 108 (+ 2,8 —0,9) 
47 4,4X 408 (42,5 —0,3) 
| 


Aprés 8 et 17 ensemencements journaliers la valeur DL,, de 
la souche B-144 est restée pratiquement inchangée, les diffé- 
rences observées n’étant pas statistiquement significatives. 

b) Cultures a 57°. — Le nombre des passages a la tempéra- 
ture de 37° est un facteur important de la baisse de la virulence. 

Les résultats rapportés dans le tableau III montrent les valeurs 
des DL,, de trois souches aprés deux et cing passages a 87°. 


Tastrau UI. — Valeurs de la DL,, de trois souches de V. cholerae 
Ogawa (aprés 2 et 5 passages journaliers a 37°). 


5S PN a SD EE SE NET ARE BEN ETS PLO NOSIS 


SOUCHES NOMBRE DE PASSAGES A 37° DLs9 ET LIMITES DE CONFIANCE 
B=. 9% 2 3,3 X 108 (+ 4,7 — 2,3) 
At ap te os 5 SO GOS aii i —s1i,9) 
B—413 ( 2 4,5 X 4108 (+ 6,7— 3,0) 
sete ee | 3 10,0 X 10° (+ 15,0 — 6,4) 
Bic: 2 3,8 108 (+ 6,8 —1,9) 
oh el hs 10,0 X 4108 (+ 45,5 —6,4) 
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Les différences sont importantes entre les DL,, des cultures 
ayant subi deux passages a 37° et celles des cultures repiquées 
cinq jours de suite a cette température. La virulence baisse donc 
progressivement au fur et a mesure des passages successifs. 
Pour la souche B-148, cette constatation permet d’affirmer une 
diminution de Ja virulence aprés deux passages a 37°, alors que 
la différence entre la valeur de cette DL,, et celle obtenue a 18° 
n’est pas statistiquement significative. 

c) Cultures a 41°5. — Le tableau IV rapporte les résultats 
obtenus avec la souche B-144. La baisse de virulence est immé- 
diate et importante. 


Tasteau IV. — VWaleurs de la DL,, de B-144 
(aprés 2, 8 et 17 passages 4 41°5). 


SOUCHE NOMBRE DE PASSAGES A 44°5 | DLsq ET LIMITES DE CONFIANCE 
| 
| 2 42,0 X 108 (+ 18,0 — 8,0) 
Bee Ee ney aera 8 14,5 & 108 (+ 32,6 — 6,4) 
17 40,0 X 408 (+ 88,0 — 48,4) 


N’ayant pas constaté au cours de ces expériences de varia- 
tion S—»> R nous avons essayé de faire récupérer aux cultures 
leur virulence initiale en les soumettant & une incubation de 18°. 

Les résultats sont figurés dans le tableau V. 


Tasreau V. — Valeurs de DL,, de B-144, cultivé d’abord a 41°5, 
puis ayant subi plusieurs passages a 18°. 
NOMBRE DE PASSAGES 
SOUCHE eee | DLO Bt UII LES, DE VCONKIANCE 
a 415 a 18° 
B : 4 2 3,5 >< 108 (+6,4—14,9) 
ald “cs 4 1 2773108 (45,0 —4,4) 


Malgré une diminution importante de la DL;,, traduisant une 
augmentation de la virulence, la culture B-144 n’a pu récupérer 
totalement son pouvoir pathogéne initial. 

La figure 1 résume l’ensemble de ces résultats. 


Discussion. 


La température de développement des cultures joue done un 
role important dans la virulence, pour la souris blanche, des 
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souches de Vibrio cholere Ogawa. ‘Les cultures développées 
a 18° présentent la virulence maximum. Les cultures développées 
a 37° perdent progressement leur virulence, la diminution de 
celle-ci s’accentuant avec le nombre de passages a cette tempe- 
rature. Enfin les cultures incubées A 41°5 présentent une baisse 


Pe) rece (Ce) ae | 
LAG (4s 18: (2) le einen aera | a 
At Gy) aaa aaa 
Pe gag Ee Wee ee a | 
ZO CS) | ema aaa 
J) aa ee 
AS (2) |x cease 
|3;(4)) eran | aa 
AST )an (eae ea eran 


B- 444 


> 


B 443 


s 
* 


- She) eee 2 
IAG” | ea | Fre) 
Wy (SS Ea 
405 [eesaaay 
LAW ean marae S 
Sho) as ae ae 
SES [Ea eal 
et a | = 
$7°G@) (aera = 
oe a ea 
Sr ae a ee pea (09. nembre 
fa} 8 is 3 45 “op io) see 


Fic. 4. — Représentation graphique de la DLs» de 5 souches de Vibrio cholerae 
Ogawa, cultivées & 18°, 37° et 41°5. Les DLs et leurs limites de confiance sont 


figurées par un rectangle; elles correspondent aux logarithmes des nombres de 
germes inoculés. 


trés marquée et immédiate de leur virulence ; cependant par 
passages ultéricurs de ces cultures 4 18° nous avons pu assister 
& une augmentation de cette valeur, sans aboutir toutefois a une 
récupération totale de la virulence initiale. 

En méme temps que nous faisions ces titrages de virulence, 
nous avons recherché par agglutinations croisées, si les tempé- 
ratures variables d’incubation des cultures ne déterminaient pas 
des modifications dans l’équipement antigénique des vibrions. 
L’un de nous a montré, que pour certaines Enterobacteriacex : 
Salmonella typhi {8], Salmonella paratyphi C, souche Balle- 
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rup [8] et Escherichia coli Vi I [40], la température d’incubation 
influe sur |’élaboration de l’antigéne Vi dont la présence sur la 
bactérie se traduit par des modifications de l’agglutination. Pour 
le vibrion cholérique, F. Kauffmann [44] a observé que le déve- 
loppement a la température de 20° des souches Ogawa aurait 
comme conséquence une production plus faible d’antigéne B ; 
cependant ce fait n’a pu étre confirmé par l’un de nous {42). 

Nous avons préparé sur le lapin, des sérums avec des cultures 
développées a 18°, 37° et 41°5. Des épreuves d’agglutination 
croisée aprés absorption, ne nous ont pas permis de constater 
des modifications significatives dans les titres d’agglutination. 
I] ne semble donc pas possible de rattacher les modifications 
constatées de la virulence a l’apparition d’un antigéne dont l’éla- 
boration serait la conséquence directe de la température de 
développement des cultures, comme dans le cas de Salmonella 
typhi par exemple. La virulence, dans le cas de Vibrio cholere 
semblerait donc étre seulement liée a un facteur : la toxicité. 
Etant donné Ja pathogénie du choléra, maladie ot lagent étio- 
logique ne pénétre jamais dans l’intimité des tissus de lhéte, 
il est peu vraisemblable qu’il puisse exister un antigéne, physio- 
logiquement analogue a l’antigéne Vi de Salmonella typhi, dont 
la fonction est de protéger l’organisme infectant des défenses 
humorales et cellulaires de |’organisme infecté. 


R&ésuME. 


La virulence pour la souris blanche, de souches de Vibrio cho- 
lere Ogawa varie suivant la température d’incubation des cul- 
tures. 

La plus grande virulence caractérise les cultures développées 
a 18°; la plus faible, les cultures développées a 41°5. Quand les 
cultures sont incubées a 387°, on observe une diminution pro- 
gressive de la virulence qui va en s’accentuant avec le nombre 
de passages a cette température. 

Cette perte de la virulence chez des cultures développées a 
des températures égales ou supérieures 4 37° n’est que partiel- 
lement réversible. 

Les variations de la virulence sous linfluence de la tempé- 
rature d’incubation semblent étre seulement liées a des variations 
du pouvoir toxigéne. 
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ACTION DE DIVERS SERUMS 
SUR DES TOXINES BOTULIQUES 


par Mayiis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. GEOFFROY (’). 


(Institut Pasteur.) 


Nous avons déterminé les doses d’immunsérums qui empéchent 
les toxines botuliques de lyser les hématies lavées de mouton et 
de troubler les émulsions salines de jaune d’ceuf. Puis, nous avons 
recherché l’action de plusieurs filtrats botuliques sur une lécithine 
pure. En outre, nous avons fait diffuser des toxines botulinum A 
et C dans des sérums anti-botulinum gélosés. 

I. En réalisant la premiére partie de ce travail, nous n’avons 
pas perdu de vue les faits suivants, observés depuis longtemps par 
de nombreux auteurs : beaucoup de sérums normaux inhibent 
différentes hémolysines bactériennes [1]; un immunsérum qui 
contient a un taux élevé lanticorps d’une hémolysine oxydable 
est capable d’annuler leffet hémotoxique d’une quantité impor- 
tante de toxine hétérologue oxydable. 


Il est bien connu que l’action hémolytique des filtrats des cultures 
perfringens [2], tétaniques, pneumococciques, streptococciques, histo- 
lytiques (1) ou sordellii (2) diminue au contact de l’air et que les réduc- 
teurs augmentent l’effet hémotoxique de l’un quelconque de ces fillrats 
atténués. Rappelons aussi qu'il est A présent convenu d’appeler 6 
Vhémolysine oxydable et o la lécithinase nécrosante des filtrats per- 
fringens. 

Weinberg et Guillaumie [3] ont évalué l’action de huit sérums 
normaux égquins sur 20 Dmh d’une toxine perfringens liquide trés 
hémolytique & 37°, préparée avec Ja souche Lechien de W. per- 
fringens ; ces auteurs ont noté que tous les sérums examinés suppri- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 novembre 1954. 

(1) Les cultures centrifugées ou filtrées de Cl. histolyticum sont 
hémolytiques : Kahn, 1924 ; Mita, 1934; Stewart, 1936; Sigler, 1939. 
Elles contiennent une hémolyse oxydable : Guillaumie [8a, b] ; 
Bowen [24] ; Howard [25]. 

(2) Nous avons observé que différentes souches de Cl. sordellii, ense- 
mencées en bouillon glucosé, élaborent non seulement un facteur létal 
spécifique ainsi qu’une lécithinase mais encore une hémolysine oxy- 
dable [9]. Meisel et ses collaborateurs ont aussi observé que Cl. sordellii 
engendre une hémolysine de type 9 [26]. 
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maient l’activité de la quantité de toxine employée : plusieurs étaient 
efficaces 4 1/20 de millilitre, d’autres 4 1/50 ou a 1/100 de millilitre. 
Ultérieurement, nous avons constaté qu’il fallait employer certains 
sérums équins normaux aux doses de 0,2 a 0,01 ml (parfois aux 
doses de 0,004 et 0,0025 ml pour neutraliser 65 DMh (8) de la toxine 
perfringens desséchée que nous utilisons souvent pour évaluer le titre 
anti-@ des sérums anti-perfringens. D’aprés nos déterminations, des 
sérums normaux tres anti-hémolytiques 4 1’état frais neutralisent 
encore l’hémolysine 6 lorsqu’ils sont titrés aprés délipidation [4] ou 
aprés quarante-huit heures de chauffage a 66° [5]. 

Aprés les recherches de Cotoni et Chambrin [6] montrant que les 
sérums anti-perfringens neutralisent l’*hémolysine oxydable du pneu- 
mocoque, les travaux de Todd [7] ont mis en évidence que ces 
immunsérums neutralisent aussi la streptolysine O et, inversement, 
que l’anti-streptolysine O neutralise la tétanolysine, 1’hémolysine per- 
fringens 9. Nous avons nous-mémes constaté que l’anti-hémolysine 6 
des sérums anti-perfringens neutralise l’effet hémolytique des toxines 
histolytiques, tétaniques, sordellii [4, 5, 8, 9]. D’aprés nos observa- 
tions, de nombreux sérums anti-perfringens, aux doses de 1/3 000 
a 1/10 000 de millilitre, neutralisent 65 DMh de la toxine perfringens 
desséchée dont nous avons parlé ci-dessus. 


II. Pour délimiter l'étude des sérums susceptibles d’empécher 
les toxines botuliques de troubler une émulsion de lécitho-vitel- 
line, nous avons tenu compte des notions relatives au taux de 
Yantitoxine perfringens a dans Jes sérums normaux et pris en 
considération le fait que de tels sérums peuvent, par un mécanisme 
non spécifique, empécher la toxine perfringens a d’opacifier une 
émulsion de jaune d’ceuf. 


D’aprés une vaste enquéte de Glenny, Llewellyn-Jones et Mason [40], 
312 sérums de chevaux normaux sur 587 contiennent de 1’antitoxine 
perfringens o ; Mais, parmi ces 312 sérums, trés peu ont un titre anti-o 
important ; ainsi quatre sérums seulement titrent deux unités ; sept, 
une unité et 56, 0,42 unité. Les 245 sérums restants neutralisent aussi 
les propriétés nécrosante et hémolytique de la toxine perfringens «, mais 
leur titre antitoxique est trés faible : 0,02 A 0,091 unité anti-g. 

Oakley et Warrack [44] constatent en 1941 que de fortes concen- 
trations de sérum de cheval empéchent in vitro l’agrégation de la 
graisse dans la lécitho-vitelline altérée par la toxine perfringens gq. 

Crook [42] signale en 1942 que la toxine perfringens, en présence 
des sérums normaux, ne produit plus de trouble dans les solutions 
salines de jaune d’ceuf (LV). Cet auteur utilise dans ses expériences 
0,05 DMm de toxine perfringens, 0,2 ml de LV et 0,1 ml de sérum 


(3) Cette dose d’épreuve de toxine (65 DMh) est neutralisée par 
0,005 ml du sérum étalon anti-perfringens proposé en 1931 par 
). Hartley. Rappelons que cet étalon neutralise non seulement l’hémo- 
lysine 0, mais encore les antigénes q et x de la toxine perfringens 
et que 0,05 ml de ce sérum contient une unité internationale anti-g. 
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dilué 4 1/10 ou a 1/100 : les sérums humain, de cheval, de porc, 
de mouton, de lapin, dilués 4 1/10, et un sérum bovin dilué a 1/100 
empéchent l’opacification de la LV par la toxine. 

Wensinck et Harenburg [43] expérimentent avec des sérums de 
cobayes (quatre) et de chevaux normaux (deux) ; ils observent que 
ces sérums ont un effet inhibiteur considérable sur le trouble déter- 
miné dans la lécitho-vitelline par la toxine perfringens 9 ; mais, 
d’aprés Wensinck et Harenburg [43], ce pouvoir inhibiteur n’est 
pas spécifique car les sérums normaux examinés n’empéchent pas la 
lécithinase perfringens de décomposer la lécithine, ainsi que le prouve 
le dégagement de CO, qui se produit dans les essais réalisés selon la 
technique manométrique de Zamecnik, Brewster et Lipmann [44]. 


I. — Neutralisation de l’effet hémolytique 
des toxines botuliques. 


Prévot et Brygoo ont signalé que les sérums normaux, les sérums 
antibotuliques A, B, C et anti-perfringens suppriment l’effet hémo- 
lytique de la toxine botulinum C et l’action qu’elle exerce sur les 
émulsions d’ovolécithine. A la suite de ces observations, Prévot admet 
que l’hémolysine de la toxine botulinum C est immunologiquement 
parente du facteur « de W. perfringens [45]. 


Ayant a notre disposition de nombreux sérums_anti-hémo- 
lytiques, nous en avons fait agir quelques-uns sur des toxines 
hémolytiques préparées avec quatre souches de Cl. botulinum C, 
une souche de Cl. botulinum D et une souche de W. perfringens. 

Pour évaluer l’effet hémolytique d’une toxine et le pouvoir anti- 
hémolytique d’un sérum donné, nous procédons comme nous 
l’avons précisé dans l'article précédent [46]. Voici, en bref, le 
principe du titrage d’un sérum : dans des tubes a hémolyse 
contenant une quantité fixe de toxine, répartir des doses décrois- 
santes de sérum; compléter 4 0,9 ml avec de l’eau physiologique ; 
laisser les mélanges 4 37° pendant quarante-cing minutes ; ajouter 
les hématies lavées de mouton; maintenir les tubes pendant quatre 
heures 4 37° puis pendant la nuit a 2°; noter les résultats. 


NEUTRALISATION DE LA TOXINE botulinum C. 


Nous avons utilisé des toxines obtenues 4 37° dans différentes 
conditions : 


1° Des Toxines PREPAREES EN TUBES de bouillon Vf avec des 
souches américaine ow anglaise +t avec la souche belge W ; les 
cultures de ces souches sont centrifugées seize 4 vingt-deux heures 
apres l’ensemencement des tubes de bouillon ; des titrages appro- 
priés indiquent que les centrifugats contiennent une quantité 
importante d’hémolysine oxydable. 
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2° Drs TOXINES PREPARKES EN SACS DE CELLOPHANE avec la souche 
africaine Cid [46]. La culture des sacs est filtrée cing jours aprés 
V'ensemencement. L’eau oxygénée peut supprimer l’activité 
hémolytique des filtrats sur les hématies de mouton. 

Au premier groupe de toxines, nous avons ajoute, soit un 
sérum anli-perfringens pauvre en anti-hémolysine 0, soit des 
sérums trés efficaces sur diverses hémolysines oxydables : sérums 
anti-perfringens riches en anti-hémolysine 6, sérums_ anti-téta- 
niques, anti-histolytiques ou anti-sordellii. Au deuxiéme groupe 
de toxines botuliques, nous avons ajouté comparativement les 
différents types de sérums anti-botulinum ou un sérum anti- 
perfringens de titre ianti-9 élevé. Ces épreuves sérologiques ont 
montré que : 

1° L’effet hémolytique de la toxine botulinum C préparée en 
bouillon Vf alcalin est supprimée par des doses minimes de 
différents sérums hétérologues contenant 4 un taux élevé lanti- 
corps d’une hémolysine oxydable [9, 47, 49}. 

Exemples : 0,001 ml de sérum anti-perfringens 415 ou 0,0001 ml] 
du sérum anti-tétanique 1371 inhibe 17 DMh de lune des prépa- 
rations de toxine botulique C faite avec la souche I. Bengston. 

Le sérum anti-histolytique 447 employé a la dose de 0,0001 ml 
inhibe 15 DMh de toxine préparée avec la souche anglaise 
CN 2749; par contre, 0,2 ml d’un sérum anti-perfringens conte- 
nant 20 unités anti-a par millilitre mais seulement des traces d’anti- 
hémolysine 6 n’empéchent pas cette dose d’épreuve de toxine de 
lyser les hématies. 


Le sérum 415 que nous venons de citer contient 38 U. I. anti-g ; les 
sérums 1371 et 447 titrent moins d’une unité anti-¢ ; 1/12 000 ml du 
premier de ces sérums, 1/14 000 du deuxiéme et 1/20 000 du troisitme 
neutralisent 65 DMh d’une de nos toxines perfringens desséchées 
propres 4 la détermination du titre anti-@ des sérums. Ces toxines 
perfringens sont préparées avec la souche Lechien de W. perfringens. 


2° Les sérums anti-botuliques A, B, C, D possédent un pouvoir 
anti-hémolytique trés net a l’égard de la toxine botulinum C oxy- 
dable préparée en sacs de cellophane avec la souche Cid. En effet, 
la dose d’épreuve de la toxine botulinum C (10 DMh) est neutra- 
lisée par 1/500 ml de sérum anti-botulinum A, par 1/600 ml de 
sérum anti-botulinum B, par 1/1 000 ml de sérum anti-botulinum C 
ou D, Pour supprimer l’effet hémolytique de cette quantité de 
toxine, il faut 1/200 ml de sérum anti-botulinum E ou 1/500 ml 
du sérum anti-perfringens n° 114. Le sérum anti-botulinum E est 
donc le moins anti-hémolytique des sérums éprouvés ; mais, de ce 
fait, on ne peut tirer une conclusion sur la valeur anti-hémolytique 
des sérums anti-botulinum FE en général. Nous nous proposons 
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d’examiner d’autres sérums anti-E et d’étudier les propriétés de 
différentes souches de Cl. botulinum E. 

Le sérum anti-bolulinum C utilisé au cours de ces titrages, 
contient moins de 0,5 U. I. anti-perfringens a ; le sérum anti-per- 
fringens 114 titre par contre 450 U.I. anti-c. L’activité anti- 
hémolytique que ces deux immunsérums manifestent a l’égard de 
la toxine botulinum C n’est done pas en rapport avec leur titre 
anti-a. 

Pour approfondir l’examen des sérums anti-botulinum tilrés au 
cours de l’essai que nous venons de mentionner, nous avons 
recherché a quelle dose ils sont capables d’inhiber une forte 
quantité d’hémolysine @ : pour cela, nous avons déterminé le 
volume de sérum qui neutralise 125 DMh de la toxine perfringens 
desséchée utilisée dans les expériences précédentes ; l’effet hémo- 
lytique de cette dose d’épreuve de toxine a été supprimé 
par 0,001 ml de sérum anti-botulinum anti-A, anti-B ou anti-C ; 
par 1/400 ml de sérum anti-botulinum D, par 1/500 ml de sérum 
anti-bolulinum E, par 1/12000 ml de sérum anti-perfringens 114. 
D’aprés ces résultats, l’effet anti-hémolytique que les sérums anti- 
botulinum A, B et C manifestent a l’égard de Il’hémolysine 
oxydable 6 est supérieur au pouvoir anti-6 des sérums normaux. 
Liactivité anti-hémolytique trés marquée des trois immunsérums 
considérés améne a penser que les antigénes injectés aux chevaux 
producteurs de ces trois sérums ont été préparés avec des souches 
de Cl. botulinum A, B et C capables d’élaborer une hémolysine 
oxydable. 

Nous avons signalé dans |’article précédent [46] que nous avions 
pu obtenir et conserver des toxines botuliniques B et C contenant 
des quantités notables d’hémolysine oxydable. I] n’est pas sur- 
prenant que des souches de Cl. botulinum B et C autres que celles 
dont nous avons disposé puissent aussi engendrer une hémolysine 
oxydable. Quant a la souche Labo de Cl. botulinum A que nous 
avons ensemencée, elle n’a fourni a 387° que des cultures faible- 
ment hémolytiques ; le pouvoir hémotoxique de ces cultures a 
disparu rapidement [46]. Schoenholz [18] a observé aussi que !a 
légére activité hémolytique des cultures faites avec différentes 
souches de Cl. botulinum A diminue trés vite. I] est plausible de 
supposer que Cl. botulinum A ne produit généralement qu’une 
faible quantité d’hémolysine trés instable. Mais puisque des 
sérums anti-botuliques A possédent un pouvoir anti-hémolytique 
marqué, on peut émettre l’hypothése que l’hémolysine fugace des 
toxines botuliques A est encore antigénique lorsqu’elle a tota- 
lement perdu la propriété de lyser les hématies de mouton. 


Note. — Apres avoir utilisé des toxines botuliques CG pour évaluer 
le pouvoir anti-hémolytique de plusieurs sérums anti-botuliques, 
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nous avons essayé & nouveau de préparer de la toxine botulinum A 
afin de neutraliser son effet hémolytique par les sérums précédents. 
Sachant que dans le bouillon Vf alcalin la souche Labo de Cl. botu- 
linum A élabore trés peu d’hémolysine [16], nous avons ensemencé 
cette souche dans du bouillon Vf tamponné & pH 6,8 par des phos- 
phates et glucosé & 2 p. 1 000. 

a) Les cultures faites 4 37° ont été centrifugées six et huit heures 
aprés l’ensemencement ; la valeur de la dose minima hémolytique des 
centrifugats fraichement préparés a été égale a 0,8 ml. Aprés dix- 
huit heures de conservation A 2°, ces centrifugats ne manifestaient 
pas le moindre effet hémolytique & la dose de 1,5 ml; mais ils 
ent récupéré 50 p. 100 de leur activité hémolytique initiale lorsque 
nous les avons additionnés de 1 p. 1000 de chlorhydrate de cystéine. 
Cette activation mérite d’étre notée. Cependant, nous n’avons pas 
entrepris de neutraliser par des sérums l’effet hémolytique des 
centrifugats activés; nous avons jugé cet effet hémolytique insuf- 
fisant. D’ailleurs, aprés deux jours de conservation 4 2°, les centri- 
fugats n’étaient plus activables par la cystéine, donc inutilisables pour 
des épreuves séroiogiques de neutralisation. Pass 

b) Les cultures obtenues & 28° et 32° sont centrifugées huit, dix et 
treize heures aprés l’ensemencement des tubes de bouillon. D’aprés 
les titrages faits aussit6t aprés la centrifugation, les cultures de treize 
heures sont plus hémolytiques que les cultures plus jeunes. Exemples : 


4°) Cultures a 28°: DMh 8 heures aprés l'ensemencement : 1 ml 
DMb 13 heures aprés l’ensemencement : 0,6 ml 
2°) Cultures 4 32° : DMh 8 heures aprés lensemencement : 0,7 ml 
DMh 43 heures aprés l'ensemencement : 0,3 ml 


Aprés dix-huit 4 vingt heures de conservation 4 2°, les divers centri- 
fugats, employés A la dose de 1,5 ml, ne déterminent plus qu’une trace 
d’hémolyse ; la cystéine les active légérement (titrages en présence 
d’hématies de mouton). 


NEUTRALISATION DE LA TOXINE botulinum D. 


En 1951, nous avons briévement signalé que |’action hémolytique 
de la toxine bolulinum D préparée en bouillon Vf n’est pas 
supprimée par de petites quantités d’antitoxine perfringens a, 
mais qu’elle est par contre neutralisée par de faibles doses de 
sérums anli-perfringens riches en anti-hémolysine ® ainsi que par 
des sérums anti-histolylicum et anti-sordellii [49]. 

L’effet hémolytique de la toxine botulinum D est inhibé aussi 
par les sérums anti-bolulinum C. Au cours des titrages qui nous 
ont permis d’observer ce fait, nous avons utilisé des toxines 
botulinum D dont l’activité hémolytique ne résistait pas a l’action 
de l’eau oxygénée, 

Voici quelques résultats numériques enregistrés au cours des 
différentes épreuves sérologiques : 15 DMh de toxine botulinum D 
sont neutralisces par 1/10 000 ml de sérum anti-perfringens 474, 
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par 1/2500 ml d’un de nos sérums anti-histolytiques, par 1/750 ml 
de sérum anti-sordellii ; par 1/1 000 ml de sérum anti-botulinum C 
fourni par un cheval immunisé contre les antigénes de la souche 468 
(Cl. botulinum C). 

‘Les déterminations de l’activité anti-perfringens anti-6 et anti-c 
de ces quatre sérums ont fourni les renseignements suivants : 

a) Le sérum 474, a la dose de 1/30 000 ml, neutralise 65 DMh de 
notre préparation habituelle de toxine perfringens desséchée ; 
Vhémolysine 6 de cette dose d’épreuve de toxine perfringens 
est neutralisée par 1/4000 ml de sérum _anti-histolytique, 
par 1/2000 ml de sérum anti-sordellii ou de sérum anti-botu- 
linum C. L’ac'ivité anti-6 trés nette des trois derniers immun- 
sérums (fournis par des chevaux n’ayant jamais recu d’inocu- 
lation expérimentale d’antigénes perfringens) indique que ces anti- 
sérums contiennent a un taux non négligeable l’anticorps d’une 
hémolysine oxydable. 

b) Le sérum 474 titre 250 U.I. anti-a ; les sérums anti-histo- 
lyticum et anti-botulinum C titrent moins de 0,5 unité anti-o et le 
sérum anti-sordellii employé : 0,5 a 1 U.I. anti-a. Ces résultats 
montrent que des sérums qui contiennent peu d’antitoxine a mais 
possédent la propriété de neutraliser efficacement l’hémolysine 
oxydable d’une toxine (6, histolytique ou sordellii) manifestent 
un pouvoir inhibiteur important a l’égard de l’hémolysine de 
la toxine botulinum D. 


II. — Neutralisation de l’action exercée par les toxines 
botuliques sur les émulsions salines de jaune d’ceuf. 


Pour indiquer succinctement que des toxines botuliques opacifient 
une émulsion saline de jaune d’ceuf (LV), on écrit, fréquemment, 
que ces toxines donnent la réaction de Nagler, ou bien, qu’elles ont 
une action vitellinique, ou encore, une réaction LV positive. 

Aprés avoir constaté que les sérums anti-botuliques A, B, C, le 
sérum anti-perfringens et le sérum de cheval normal empéchent la 
toxine botulinum C de lyser les hématies de mouton, Prévot et Brygoo 
ont mis en évidence que la réaction de Nagler de cette toxine est inhibée 
aussi bien par les sérums normaux que par les sérums anti-botu- 
lique C et anti-perfringens [45]. Prévot a alors pensé que |’hémoly- 
sine de la toxine botulinum C est une lécithinase du méme groupe 
antigénique que la lécithinase g de Welchia perfringens. 


En titrant, en présence d’hématies de mouton, différentes prépa- 
rations de toxine botulinum C contenant une hémolysine oxydable, 
nous avons constaté que le titre hémolytique de ces préparations 
diminue considérablement a |’étuve et qu’une toxine C tres faible- 
ment hémolytique aprés un séjour de neuf jours a 37° [49] posséde 
a un degré encore élevé la propricté d’opacifier les émulsions de 
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jaune d’ceuf préparées selon la technique de Heyningen [20] ; 
aussi, nous pensons que |’effet hémolyltique initialement important 
et l’action vitellinique de la toxine botulinum C_ fraichement 
préparée sont déterminés par des substances différentes. Sachant 
que des préparations non nécrosantes de toxine botulinum C 
peuvent déterminer un précipité abondant dans des émulsions de 
jaune d’ceuf [46], sachant aussi que les sérums normaux sont 
toujours pauvres en antitoxine perfringens a {40], connaissant en 
outre la haute spécificité, chimique et immunologique, de certaines 
lécithinases microbiennes [24 a], sachant de plus qu'une réac- 
tion LV positive peut traduire l’effet de diverses activités enzy- 
matiques [24 b], nous avons supposé qu’un filtrat botulique capable 
de changer l’aspect des émulsions de jaune d’ceuf contient un 
facteur qui n’est pas identique a la lécithinase perfringens « 
et que l’inhibition de ce facteur par les sérums énumérés précé- 
demment ne dépend pas de la teneur de ceux-ci en anti-lécithinase 
perfringens a. Pour vérifier cette hypothése, nous avons comparé 
divers sérums: d’abord cing anti-perfringens dont les titres 
anti-a déterminés in vivo variaient de 100 a 1 200 U.I., puis, des 
sérums anti-histolytiques et anti-bofulinum A contenant moins 
de 0,25 U. I. anti-perfringens a et un sérum anti-botulinum C. 
Nous avons réalisé simultanément deux séries d’expériences : 
dans l'une, nous avons ajouté aux sérums de la toxine botulinum A 
non hémolytique (4) préparée avec la souche Labo ; dans l’autre, 
de la toxine botulinum C hémolytique élaborée par la souche Cid ; 
cette derniére toxine, a la dose intraveineuse de 0,02 ml, ne tuait 
pas les souris et, a la dose intradermique de 0,2 ml, ne provoquait 
pas de nécrose chez le cobaye ; la cystéine renforeait son activité 
hémolytique. Ces toxines A et C avaient été obtenues en sacs 
de cellophane. Lorsque nous les avons ajoutées en quantités 
suffisantes 4 une émulsion LV, elles ont déterminé un abon- 
dant précipité floconneux ; celui-ci est monté a la surface de 
l’émulsion (5). Nous avons d’abord déterminé la plus petite quan- 


(4) Employée A dose élevée (0,5 & 1,5 ml), cette toxine botulinum A 
n’hémolyse pas les hématies lavées de mouton ni celles de cheval ; 
la cystéine ne lui confére pas d’activité hémolytique ni le chlorure de 
calcium. 

(5) L’analyse comparée des précipités respectivement déterminés par 
les toxines botuliques A et C, par la toxine perfringens g, dans des 
volumes égaux d’une méme émulsion de jaune d’ceuf indique ceci : 
les trois précipités, aprés lavage, sont presque entiérement solubles 
dans l’éther ; d’aprés les dosages de notre collégue M. Faure, la fraction 
soluble du précipité déterminé par la toxine botulinum A contient 
0,93 p. 100 de P ; la fraction soluble du précipité da a V’action de la 
toxine botulinum C contient 0,26 p. 100 de P; quant au précipité 


déterminé par la toxine perfringens a, il cantient seulement 0,09 p. 100 
de P. 
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uté de toxine qui fait apparaitre, en l’absence de Cl,Ca, une 
opalescence légére dans la méme émulsion de jaune d’ceuf frais ; 
nous avons précisé les conditions de ce titrage dans l’article pré- 
cédent [416]. Puis nous avons recherché de la facon suivante les 
volumes de sérums qui empéchent une toxine botulique d’opacifier 
Vémulsion LV. Dans une série de tubes de 5,5 x 55 mm, nous 
mettons une quantité fixe de toxine: 20 doses minima actives 
(DMa) de toxine botulinum A ou 50 DMa de toxine botulinum C ; 
nous ajoutons des quantités décroissantes du sérum a titrer ; nous 
complétons a 0,25 ou 0,3 ml avec de l’eau physiologique ; nous 
plagons les tubes pendant quarante-cing minutes A 37° puis nous 
ajoutons 0,1 ml de LV; ensuite, les tubes sont laissés dans une 
étuve 4 387° pendant seize a dix-huit heures et examinés au bout 
de ce temps. Les mélanges des tubes renfermant un excés de 
sérum sont transparents. Nous prenons comme terme du titrage 
de chaque sérum le volume de sérum contenu dans le tube oti se 
trouve un mélange faiblement opalescent ; un tel mélange indique 
que |’effet de la toxine A ou C sur la LV est presque enti¢rement 
inhibé (6); c’est ce volume de sérum que nous inscrivons 
dans les quatri¢éme et cinquiéme colonnes du tableau ci-joint. 
Dans la troisiéme colonne de ce tableau figure, en unités inter- 
nationales, le titre anti-perfringens a de quelques-uns des sérums 
étudiés. Tous les sérums inscrits sont des sérums naturels sauf 
Vanti-perfringens 1043 ; ce sérum a été désalbuminé apres diges- 
tion pepsique. 

Aprés avoir déterminé les doses de divers sérums capables 
d’empécher les toxines botuliques A et C de troubler ’émulsion 
d’un jaune d’ceuf, nous avons choisi plusieurs de ces sérums 
pour annuler l’effet opacifiant de la toxine botulinum B sur 
l’émulsion d’une autre jaune d’ceuf, ces différentes émulsions LV 
étant préparées de la méme manicre. 

Dans beaucoup de cas, nous avons déterminé en présence de 
la dose habituelle de Cl,Ca [16], la DMa des toxines botuliques A, 
B, C, sur l’émulsion de jaune d’ceuf puis recherché en présence 
de ce sel le volume de sérum qui inhibe l’action vitellinique des 
toxines botuliques énumérées. 

Nos résul‘ats montrent que : 1° Tous les immunsérums employés 
empéchent les toxines A, B et C de faire apparaitre un précipité 
dans |’émulsion de jaune d’ceuf ; 2° le pouvoir inhibiteur de ces 
immunsérums n’est pas en rapport avec leur teneur en anti- 
lécithinase perfringens a. En effet : 

(6) Les mélanges qui contiennent une dose légérement plus faible 
de sérum sont opaques ; dans ceux ot il y a encore moins de sérum, 
on apercoit un précipité floconneux plus ou moins abondant. En 
général ce précipité va flotter a la surface des mélanges : quelquefois 
un petit précipité floconneux existe au fond des tubes. 
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a) Inhibition de Vaction vitellinique de la toxine botulinum A. 


1° Effet inhibiteur des immunsérums hétérologues. — Les sérums 
anli-perfringens 1485 et 105, qui titrent respectivement 100 et 
200 U. 1. anti-a, ont la méme efficacité sur la toxine botulinum A : 
a la dose de 1/15 ml, ils inhibent 20 DMa de cette toxine. Le sérum 
anti-perfringens 1214, plus riche en anti-lécithinase a que les deux 
précédents, est légerement moins efficace qu’eux sur la toxine 
botulique A puisqu’il faut Vutiliser 4 la dose de 0,1 ml pour 


Doses des sérums employés pour empécher les toxines botuliques 
A, B et G de faire apparaitre un précipité dans les émulsions 
salines de jaune d’ceuf. 


Sérums employés Volume de sérum (en fraction de ml ) qui inhibe 
l'action vitellinique de : 
20 doses minima 7 doses minima 50 doses minima 
Nature Numéro Titre anti- || actives de toxine actives de toxine actives de toxine 
perfringensX botulinum A botulinum B botulinum C 
(UI) élaborée par la élaborée par la élaborée par la 
souche Labo, souche Petits Pois souche Cid, 
Anti-perfringens| 1485 100 1/15 1/15 1/40 
Anti-perfringens 105 200 1/15 1/125 
Anti-perfringens| 1214 400 1/10 1/40 
Anti-perfringens 107 800 1/20 5 Wy, 1/650 
Anti-perfringens| 1043 1200 det imefftcae 1/100 
Anti-histolyticum| 1012 | < 0,25 | 1/20 | 1/10 1/20 
Anti-botulinum A} 190 < 0,25 Y/15 1/5 1/20 
Anti-botulinum A] 206 < 0,25 1/80 1/85 
Anti-botulinum A] 135 1/20 1/20 
Anti-botulinum B] 136 | ll | 1/4 
Anti-botulinum C] 138 | i} 1/10 | 1/10 


Volume de toxine ajouté aux sérums : 


0,017 ml de toxine botulinum A dont la dose minima active sur ]’émulsion uti- 
lisée dans le titrage a pour valeur : 0,000 85 ml. 


0,042 ml de toxine botulinum B (dose minima active : 0,006 ml). 
0,035 ml de toxine botulinum C (dose minima active : 0,0007 ml). 
UL: unités internationales. 


empécher la réaction de Nagler de cette toxine. Le pouvoir inhibi- 
teur du sérum 1214 sur la toxine botulique indiquée est deux fois 
plus faible que celui du sérum anti-histolyticum 1012 dont Vactivité 
anti-perfringens a est inférieure A 0,25 unité; Veffet inhibiteur de 
ce sérum 1214 est égal a celui du sérum anti-botulique C utilisé. 

2° Effet inhibiteur des sérums homologues. — Les trois: sérums 
anti-botulinum A essayés, 190, 185 et 206, ont da étre utilisés aux 
doses respectives de 1/15, 1/20 et de 1/80 ml pour inhiber 20 DMa 
de toxine botulinum A. 


Les sérums 190 et 206 proviennent de chevaux préparés contre 
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les antigénes de la souche Labo; 1/4000 ml du_ premier 
et 1/3000 ml du deuxiéme neutralisent au moins 100 DMm de 
toxine botulinum A (souris, veines). Le sérum 135, a la dose 
de 1/5 000 ml, neutralise 100 DMm de la méme toxine. 


b) Inhibition de Vaction vitellinique de la torine botulinum B. 


Expériences avec trois souches de Cl. botulinum B: Meyer, 200 et 
Petits Pois. Toutes les cultures (faites en sacs de cellophane) ont été 
filtrées cing jours aprés l’ensemencement. L’action des filtrats a été 
recherchée sur deux émulsions de jaune d’ceuf : LV 5 et LV 6. Les 
filtrats de la souche Meyer, méme A la dose de 0,2 ml, n’ont pas 
changé l’aspect des émulsions. Par contre, nous avons déterminé une 
opacification des émulsions en leur ajoutant soit 0,06 ml d’un filtrat 
préparé a partir d’une culture de la souche 200, soit 0,006 d’un 
filtrat P, obtenu en filtrant une culture de la souche Petits Pois ; des 
doses plus fortes de ces deux filtrats déterminent un abondant 
précipité qui va flotter 4 la surface des liquides. Le filtrat P, 
contient 25000 DMm par millillitre (souris, veines). Il est dépourvu 
d’activité hémolytique (aux doses de 0,5 & 1 ml) sur les hématies lavées 
de mouton ou de cheval (titrage avant et aprés addition de 1 p. 1 000 de 
cystéine, avant et aprés addition de Cl,Ca). Aprés un séjour de trois 
minutes dans un B.M. a 70°, il donne la réaction de Nagler a Ja 
dose de 0,07 ml; aprés un chauffage de trois minutes 4 100°, il est 
inactif A la dose de 0,2 ml ; de méme aprés deux chauffages successifs, 
le premier 4 70° pendant trois minutes et le deuxiéme a 100° pendant 
trois minutes. Aprés étre resté pendant trois minutes dans un B. M. 
4 70°, ce filtrat contient encore 100 DMm par millilitre ; il n’est 
plus toxique in vivo aprés trois minutes a 100°. 


Nous avons recherché en présence d’émulsion de jaune d’ceuf, 
effet inhibiteur de quelques sérums sur la toxine botulinum B. 
Nous avons utilisé les sérums anti-perfringens (1485 et 1043), 
anti-histolytique (1012) et anti-botulinum C (190) déja cités, le 
sérum anti-botulinum B n° 136 (7) et Vémulsion LV,. Pour 
inhiber la réaction de Nagler de 7 DMa du filtrat P, (0,042 ml), 
il a fallu utiliser 1/15 ml du sérum anti-perfringens 1485 ; 0,1 ml 
de sérum anti-histolytique ; 0,2 ml de sérum anti-botulinum A, 
0,25 ml de sérum anti-botulinum B. A la dose de 0,2 ml, le 
sérum anti-perfringens purifié 1043 n’a pas inhibé la dose 
d’épreuve (7 DMa) de toxine B indiquée ni méme trois DMa 
de cette toxine ; ce sérum est done dépourvu de toute action 
inhibitrice sur la toxine botulinum B. Nous indiquons plus loin 
qu’il empéche la toxine botulinum C d’opacifier V’émulsion de 
jaune d’ceuf. 


(7) Ce sérum, a la dose de 1/500 ml, supprime l’action létale 
de 100 DMm de toxine botulinum B. 
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c) Inhibition de Vaction vitellinique de la toxine botulinum C. 


Les sérums anti-perfringens 1485 et 1214 sont comparables 
par leur efficacité sur la toxine botulinum C : 1/40 ml de Pun 
ou de l’autre de ces anti-sérums inhibe 50 DMa de cette toxine ; 
ils sont deux fois plus actifs sur la toxine C que le sérum anti- 
histolyticum 1012; or, les sérums 1485 et 1214 contiennent res- 
pectivement 100 et 400 U. I. anti-a et le sérum 1012 moins 
de 0,25 U.I. anti-perfringens «a. 

Le pouvoir inhibiteur du sérum anti-perfringens 105 sur la 
toxine C est légérement supérieur & celui du sérum_anti- 
perfringens purifié 1043 et cependant il ne contient que 200 U. I. 
anti-z alors que le sérum 1048 titre 1200 U. I. anti-a. 

Le sérum anti-perfringens 107, dont le titre anti-c est de 
800 U.I., est environ six fois plus actif sur la toxine C que 
le sérum 1043 : en effet, pour inhiber la dose d’épreuve de 
toxine, il suffit d’employer 1/650 ml de sérum 107 tandis qu’il 
faut 1/100 ml de sérum 1043. 

Le sérum anti-histolyticum 1012 et les sérums_anti-botu- 
linum A 190 et 1385 sont efficaces A la dose de 1/20 ml; il faut 
0,1 ml du sérum anti-botulinum C essayé pour inhiber la dose 
d’épreuve de toxine C. 


Remarques : a) Le rapport entre le volume de sérum qui inhibe 
20 DMa de toxine A et le volume du méme sérum qui neutra- 
lise 50 DMa de toxine botulinum C est égal Aa 2,6, A 4, A 8 ou a 32 
suivant que nous considérons les résultats obtenus en titrant les 
sérums anti-perfringens 1485, 1214, 105 ou 107 ; ce rapport est seu- 
lement égal A 1 ou a 1,3 lorsque nous comparons la valeur inhibi- 
trice des sérums anti-histolyticum, anti-botulinum A et C. Exemples : 
il faut 1/15 ml de sérum antli-perfringens 105 pour neutraliser la dose 
d’épreuve de toxine botulinum A et il suffit de 1/125 ml de ce sérum 
pour inhiber la dose d’épreuve de toxine C ; le rapport entre ces deux 
volumes de sérum est de 8 environ. Par contre, il faut le méme 
volume (0,05 ml) de sérum anti-histolyticum ou de sérum anti- 
botulinum A 135 pour neutraliser les deux quantités de  toxine 
botulinum A et CG employées dans le titrage. Le sérum anti-botu- 
linum C, a la dose de 0,1 ml, inhibe soit 20 DMa de toxine botu- 
linum A soit 50 DMa de toxine botulinum C; le sérum anti-botu- 
linum A 206 est un peu plus actif : 1/80 ml de ce sérum inhibe la 
dose d’épreuve de toxine A; a la dose de 1/85 ml il inhibe la dose 
d’épreuve de toxine C. Quant au sérum 190, il faut l’utiliser 4 la dose 
de 1/15 ml ou de 1/20 ml, suivant que l’on veut inhiber la toxine A 
ou la toxine C. 

b) D’aprés nos données numériques, les sérums  anti-botulinum 
examinés n’exercent qu’un faible pouvoir inhibiteur sur les toxines 
botuliques A, B, C; cet effet ne doit pas étre spécifique. Nos résultats 
conduisent & poser les questions suivantes : les antigénes ayant servi 
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(aprés formolage) & immuniser les cheyaux producteurs des sérums 
anti-botuliques étudiés, ont-ils été préparés dans des conditions peu 
favorables 4 l’obtention d’une forte quantité de la substance botu- 
lique qui opacifie les émulsions de jaune d’ceuf ? Le formol a-t-il 
considérablement diminué la valeur antigénique de cette substance ? 
Cet antigéne a-t-il été injecté & des chevaux incapables d’élaborer en 
quantité importante l’anticorps correspondant ? Nos documents actuels 
ne nous permettent pas encore de répondre a ces questions. 


III. — Action des toxines botuliques sur une lécithine pure. 


Aprés avoir constaté que nos toxines botuliques A, B et C 
déterminent un précipité lipidique dans les émulsions de jaune 
d’ceuf, nous avons recherché leur action sur une lécithine pure ; 
M. Faure a eu Vextréme amabilité de nous donner, en solution 
alcoolique, une lécithine extraite du jaune d’ceuf [27]. En diluant 
cette solution alcoolique avec de l’eau distillée, nous avons préparé 
une émulsion 4 2 mg de lécithine pure par millilitre. Nous avons 
réparti 0,2 ml de cette émulsion aqueuse dans trois séries de tubes 
de 5,5 x 55 mm ; nous avons introduit des quantités décroissantes 
de toxine botulinum A dans la premiére série de tubes, de la 
toxine botulinum B dans la deuxiéme série et de la toxine botu- 
linum C dans les autres tubes ; par addition d’eau distillée, nous 
avons amené a 0,4 ml le volume de tous les mélanges. Les tubes 
sont examinés aprés seize heures d’étuve a 387°. 


Les toxines botuliques A, B, GC employées ont été préparées en sacs 
de cellophane : la toxine A, avec la souche Labo; la toxine B, avec ta 
souche Petits Pois, et la toxine C, avec la souche Cid ; les DMa de ces 
toxines sur l’émulsion de jaune d’ceuf sont respectivement égales 
’ 0,001, 0,006 et 0,001. Les filtrats des différentes cultures que nous 
faisons successivement avec chacune de nos souches de Cl. botulinum 
sont numérotés. Nous venons d’indiquer l’activité vitellinique du 
filtrat IT d’une culture de la souche Labo, du filtrat P, de la souche 
Petits Pois et du filtrat IV préparé avec la souche Cid ; ces filtrats sont 
briévement mentionnés dans notre article précédent [46]. 


Méme a la dose de 0,2 ml, ces toxines botuliques A et B ne 
changent pas l’aspect de l’émulsion aqueuse de lécithine pure 
employée. Par contre, la toxine botulinum C provoque la forma- 
lion d’un abondant précipité : la dose minima active du filtrat IV 
est de 0,01 ml. Simultanément, ce filtrat (préparé depuis trois 
mois) présente encore les caractéres suivants : 

a) Les ions Ca augmentent son activité sur la lécithine : en effet, 
en présence de Cl,Ca, il peut a la dose de 0,0008 déterminer 
un précipité dans 0,2 ml d’émulsion aqueuse de lécithine pure. 
Le précipité flotte. Lae, 

b) A la dose de 0,5 ml, il ne tue pas les souris injectées dans 
les veines. A la dose de 0,2 ml, il n’est pas nécrosant en injection 
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intradermique (cobaye); il produit seulement une petite tache 
rosée. 

c) Les titrages en présence d’hématies de mouton indiquent que 
sa DMh est égale a 0,2 ml en absence de cystéine et a 0,007 ml 
en présence de 1 p. 1 000 de cystéine. 

d) Aprés cing minutes de chauffage a 100°, i} décompose encore 
la lécithine : il est efficace 4 la dose de 0,01 ml en l’absence 
de Ca et a la dose de 0,004 ml en présence de Cl,Ca ; il n’est 
plus hémolytique, 4 la dose de 1 ml, pour les hématies de mouton 
(méme en présence de cystéine ou de Cl,Ca). Par conséquent, 
cette toxine botulinum C décompose une lécithine pure et ne lyse 
pas les hématies de mouton dans nos conditions expérimentales. 
Rappelons qu’elle n’est pas létale pour la souris. 

Ajoutons que nos différents filtrats botuliques C, non chauffés 
a 100° et nocifs pour la souris, hydrolysent la lécithine pure 
extraite du jaune d’ceuf. 

e) Les sérums anti-perfringens, anti-botulinum A, B, C empé- 
chent la toxine botulinum C de modifier Paspect des émulsions 
aqueuses de lécithine pure. 


Cette notion découle des titrages que nous avons réalisés dans nos 
conditions habituelles : la dose d’épreuve de toxine choisie (0,2 ml du 
filtrat IV) est additionnée d’une quantité connue de sérum puis de 
0,1 ml d’une émulsion 4 2 mg de lécithine par millilitre. D’aprés nos 
observations, l’activité du filtrat employé est totalement inhibée par 
les volumes suivants des cinq sérums anti-perfringens dont nous avons 
déja parlé : par 0,05 ml de sérum 1485 ou 1214 ; 0,02 ml de sérum 105 ; 
0,01 ml de sérum 107 et par 0,005 ml de sérum 1043. Ces premiers 
résultats montrent que le pouvoir inhibiteur des sérums anti-perfrin- 
gens & l’égard de la toxine botulinum C n’est pas toujours propor- 
tionnel & leur teneur en antitoxine perfringens q. Le sérum 135 anti- 
botulinum A et le sérum 188 anti-botulinum C sont seulement efficaces 
d la dose de 0,1 ml; le sérum 136 anti-botulinum B est inhibiteur 
\ la dose de 0,2 ml. 

Par contre, les trois sérums anti-histolytiques que nous avons utilisés 
jusqu’da la dose de 0,2 ml (sérums 1012, 1009, 882) n’ont pas empéché 
0,2 ml du filtrat IV d’opacifier l’émulsion aqueuse de lécithine pure. 


Nous remercions vivement M"® M, Faure de nous avoir donné 
suffisamment de lécithine pure pour réaliser deux fois ces divers 
lilnages. 


IV. — Diffusion des toxines botulinum A et C 
en milieu gélifié. 
Bjérklund et Berengo [22] ont appliqué a l’étude des toxines botu- 
liques A et B la méthode d’Ouchterlony de diffusion dans les plaques 


de gélose ; ces auteurs ont observé : neuf lignes de précipitation (dont 
deux plus nettes que les autres) dans les plaques contenant de la 
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toxine A ct le sérum correspondant ; cing lignes (dont une tres 
distincte et deux assez nettes) dans les plaques avec la toxine B et 
le sérum correspondant ; deux lignes dans les plaques avec la toxine A 
et le sérum anti-botulinum B, quatre lignes dans les plaques avec 
toxine B et sérum anti-botulique A. 


Nous avons fait diffuser des toxines botuliques A et C dans 
des tubes étroits contenant des sérums anti-botuliques A, B. 
C ou D gélifiés, respectivement numérotés 135, 136, 138 et 137 
(sérums mentionnés dans les expériences précédentes). Les 
toxines ont été préparées en sacs de cellophane. Les sérums 
avaient les titres suivants : sérums anti-A, 5000 unités , sérum 
anti-B, 500 unités; sérum anti-C, 1000 unités; sérum anti-D, 
2000 unités (une unité de chaque sérum neutralise 100 doses 
mortelles de toxine homologue). 

Nos essais sont réalisés suivant les techniques de J. Oudin, 
de Munoz et Becker [23]. A 0,2 ml d’immunsérum (tel quel ou 
dilué avee du sérum normal de cheval), nous ajoutons 0,2 ml 
de gélose 4 0,6 p. 100; le sérum gélifié est placé dans des tubes 
de 3x120 mm puis additionné de 0,2. ml de toxine botulique, 
brute ou diluée. Les tubes sont maintenus A 20-21° et observés 
pendant sept jours. Dans quelques cas, une couche de gélose est 
intercalée entre le sérum gélifié et la toxine. 

1° Expériences avec la foxine botulinum A. — Toxine non 
hémolytique préparée avec la souche Labo; elle  contient 
100 000 doses DMm par millilitre. Cette toxine (aux doses de 
0,2 et 0,1 ml) détermine une zone nette de précipitation dans 
la gélose contenant 0,04 ml de sérum anti-botulinum A, soit 
200 unités anti-A. 

En mettant 0,2 ml de cette toxine en présence de 100 unités 
de sérum anti-botulinum B, nous avons vu se former, d’abord, 
deux anneaux denses de précipitation autour du ménisque déli- 
mitant Ja toxine et la colonne de sérum gélifié, ensuite, une zone 
floue de précipitation au-dessous du ménisque. 

La toxine botulinum A (0,2 ml) superposée a 100 unités de 
sérum anti-botulinum C a déterminé une longue zone floue de 
précipitation. 

2° Expériences avec la toxine botulinum C. — Une toxine preé- 
parée avec la souche W titre 40 000 DMm par millilitre ; sa DMh 
est égale 4 0,01 ml en l’absence de cystéine et a 0,002 ml en 
présence de ce réducteur ; 0,2 ml de cette toxine détermine une 
bande floue de précipitation dans les tubes contenant 100 unités 
de sérum anti-botulinum C ou 100 unités de sérum anti- 
botulinum D. 

Une toxine préparée avec la souche Cid titrait 50000 DM par 
millilitre ; son activité hémolytique était comparable a celle de 
la toxine précédente faite avec la souche W. La toxine de la 
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souche Cid (employée a la dose de 0,2 ml) n’a pas déterminé 
de précipité dans les sérums gélifiés anti-botulinum Cre 
employés comme dans |’essai précédent ; elle n’en a pas non plus 
déterminé dans la colonne de gélose que nous avons intercalée 
entre la toxine et les mémes sérums gélifiés. 


CONCLUSIONS. 


Les jeunes cultures de Cl botulinum A, préparées a différentes 
températures, en bouillon Vf faiblement acide, sont légérement 
hémolytiques ; les divers centrifugats conservés a 2° perdent 
généralement en moins de vingt-quatre heures la propriété de lyser 
les hématies lavées de mouton ; la cystéine rétablit partiellement 
lactivité hémolytique des centrifugats d’atténuation récenie. 

Les sérums anti-botulinum A, B, C, D examinés suppriment 
tres efficacement l’effet hémolytique de la toxine botulinum C 
contenant une hémolysine oxydable. Les sérums anti-botulinum C 
et anti-histolyticum employés a faible dose, 1’anti-hémolysine 
perfringens 6, annulent l’activilé de Vhémolysine oxydable de 
la toxine botulinum D. 

Des toxines botulinum A et B non hémolytiques font apparaitre 
un précipité lipidique dans les émulsions salines de jaune 
d’ceuf (LV). Divers sérums empéchent la formation de ce préci- 
pité. Le pouvoir inhibiteur des sérums. anti-perfringens non 
purifiés n’est pas en rapport avec leur richesse en anti-lécithinase 
perfringens «a. 

La toxine botulinum B, aprés un séjour de trois minutes dans 
un bain-marie 4 70°, posséde encore la propriété d’opacifier les 
émulsions LV ; elle n’exerce plus cette action aprés trois minutes 
de chauffage a 100°. 

Des sérums anti-hisfolylicum et anti-botulinum A qui sont 
incapables de neutraliser une quantité importante de lécithinase 
perfringens a peuvent empécher la toxine botulinum C de faire 
nailre une opalescence ou un précipité dans les émulsions LV. 
Les résultats observés montrent qu’il faut une plus grande quantité 
de sérum anti-perfringens pour inhiber Vaction vitellinique de la 
toxine botulinum A que pour annuler celle de la toxine botu- 
linum C. 

Les toxines botuliques A et B mentionnées ci-dessus ne modi- 
fient pas laspect d’une émulsion aqueuse de lécithine pure 
extraite du jaune d’ceuf. Par contre, la toxine botulinum C 
décompose cette lécithine ; les ions Ca intensifient son activité. 

Une toxine botulinum A préparée en sac de cellophane a déter- 
miné : une zone nette de précipitation dans du sérum_anti- 
botulinum A gélosé ; deux lignes denses de précipité et une bande 
floue dans du sérum anti-botulinum B ; une zone de précipitation 
floue. dans les tubes contenant du sérum anti-botulinum C gélosé, 
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ETUDES SUR LA TOXINE Ro DU BACILLE TYPHIQUE 


IV. — PROPRIETES IMMUNOLOGIQUES DES DIFFERENTES 
FRACTIONS OBTENUES 
(REACTIONS DE PRECIPITATION ET DE DEVIATION DU COMPLEMENT) 


par M. DIGEON, (*) R. MANGALO, A. TURPIN et M. RAYNAUD (“). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


Au cours de recherches sur Ja toxine R, du_ bacille 
typhique [4, 2, 3], nous avons préparé diverses fractions dont 
le mode d’obtention est indiqué ci-dessous 


DESIGNATION 


de la préparation MODE D OBTENTION 

AGNES? A ai ye Précipitation de l’extrait hypertonique par l’acide 
trichloracétique N/4. 

Die vot nits ates Précipitation de l’extrait hypertonique dialysé par 
l'acide acétique & pH = 4. 

ee eect SAK: Précipitation par l’alcool du surnageant de P,. 

Pee ae Digestion ve P; par trypsine et phosphatase. 

Pie. ioe Pees Digestion de P, par trypsine et phosphatase. 

EE ok GLORY a Produit de Vhydrolyse de Py par Valcool alcalin 
& -15°. 


Nous nous sommes proposé d’étudier les rapports de ces 
six substances avec les antigénes connus du bacille d’Eberth : 
antigéne flagellaire H (d), antigéne O, antigéne Vi, antigéne R, 
ce dernier probablement commun a toutes les Salmonellae. 

Pour cela, nous avons recherché d’abord les réactions immu- 
nologiques de nos substances avec une série de sérums préparés 
avec les antigénes en cause (sérums antibactériens), aprés avoir 
vérifié la présence des anticorps correspondants dans ces sérums 
par des réactions d’agglutination. Les sérums obtenus par immu- 
nisation de lapins avec nos divers antigénes toxiques ont été 
ensuite étudiés. Les anticorps y ont été recherchés par les réac- 
lions d’agglutination, de précipitation et de déviation du 
complément. 

‘TECHNIQUES. 


La méthode de préparation des divers anligénes toxiques T, 
P,, Ps, Py, Py, a, a été indiquée antérieurement [4, 2, 3]. 


(*) Attachée de recherches & 1’Institut National d’Hygiéne. 
(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 novembre 1954. 
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Les sérums antibactériens ont été préparés sur lapin par 
injection intraveineuse d’une suspension microbienne  standar- 
disée au photométre contenant 10° germes/ml. Les germes étaient 
tués soit par chauffage a 100° pendant deux heures trente pour 
éliminer les antigénes flagellaires, soit par addition de formol 
lorsqu’on voulait conserver ces derniers. En régle générale, on a 
pratiqué trois injections par semaine pendant trois semaines. Pour 
les bactéries Rough, le taux d’agglutination obtenu par cette 
technique était insuffisant et Vimmunisation a été prolongée 
pendant sept semaines. 

Les sérums préparés avec les antigénes T, P,, P,, P;, P,, a, 
ont nécessité une longue immunisation (vingt et une injections en 
sept semaines en moyenne). Etant donné la _ toxicité de ces 
substances, i] faut utiliser vingt lapins au moins au départ pour 
conserver trois a quatre survivants en fin d’immunisation. La 
liste des sérums préparés est indiquée ci-dessous 


N° DU SERUM NATURE DE L’ANTIGENE 

a ae Bactéries S. typhi, Rg formolées : R, Hd. 

Bie, cia ee Bactéries S. typhi, Ro chauffées : R, Hd. 

oie fo thex Antigéne T. 

aun gawk Bactéries S. fyphi, 0904 chauffées : 0 1X. 

Gieeyers 6 Antigéne Boivin trichloracétique, extrait des bactéries 
0904 : OIX 

iTcetacey Fowetoran Toxine R, brute (extrait dialysé de bactéries S. typhi R,). 

8(1) . . . Bactéries S.Manhatian formolées : H (d) - 0 VIII. 

Mp chong, #0 Bactéries S. paratyphi A Rough: H (a), R, (souche A 4104) 
germes desséchés par l’acétone. 

ebb ie orate. Bactéries S. typhi Ty, vivantes: Vi. 

bem arner Fe Bactéries S. typhi H 904 formolées: 0 IX, H (d). 

AD a cuopes Ps. 

AG eases P,. 

4 eee 12 

22 te TAY Pes 

AS cence #2 Bactéries S. paratypht B Smooth (souche Bj): 0 IV V. 

SLC cuted Bactéries S. paralyphi B Rough (Souche BjR): H (b), R. 

Ce aot a. 


(A)_L étude ultérieure a démontré la présence de l'antigéne R dans ces bactéries. 


Les réactions d’agglutination ont été faites en préparant 
les suspensions bactériennes selon les recommandations de 
Kauffmann [4] et suivant le protocole ci-dessous : 


suspension microbienne standardisée........-- 
Aiuto CE SOhUIM ees ea. = os ae le et lege 2 
agvlutination Rough : 20 heures & 45° (ie lecture) 
puis une nuit & 0° (2° _ 
agglutination 0 : 20 heures a 45° (1° = 
puis une nuit a 0° (2° = 
agglutination Vi : 3 heures a 37° (ic — 
puis une nuit a 0° (2° _ 
agglutination H : 4 heures a 45° (4° — 
puis une nuit a 0° (2° ao 


_—— SE’ 


NaCl 


a un volume égal 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
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Les agglutinations somatiques Rough ont été recherchées, 


Les résultats des réactions d’aggluti- 


(2 p. 1000), soit par la technique de S. Béguin [5] (bactéries 


soit en utilisant des suspensions en milieu pauvre en 
traitées préalablement par l’acétone et remises en suspension 


en NaCl 8,5 p. 1000). 
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précipitation 
ml de sérum pur et 0,2 ml de 
cture aprés quatre heures a 45° et une nuit a la 


nation sont rapportés au t 


la dilution-limite de sé 


ont 
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les différents 


donné, 


un sérum 


, grace a 
antigénes. Elle ne fournit qu’une indication trés approximative 


permet de comparer 


TasLeau II. 
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précautions de standardisation indiquées par Kabat et Mayer [7]. 
La technique est la suivante : 


Sérum (pur ow Gilwe) se ee eee 0,2 mil 
Antig@mex(dilwe) sensi ue ite ou eat-in cence 0,2 mil 
Complement (2 unités Hig), 2. - ee ee te tt ee 0,2 mil 
Globules rouges sensibilisés ... +--+... +--+ .+ ++ 0,2 ml 


Les globules rouges de mouton sont conserves eu solution 
d’Alsever [7]. Le complément est une préparation commerciale 
lyophilisée de 1’Institut Pasteur. Le titrage est effectué avant 
chaque expérience sur un lot d’ampoules. On emploie pour la 
réaction 2 unités H,,. sous le volume de 0,2 ml. La suspension 
d’hématies est standardisée au photométre de fagon a contenir 
10° globules rouges par millimétre cube. Les globules rouges 
sont sensibilisés par 4 unités hémolytiques. 

Le titrage de l’antigéne a été effectué vis-a-vis du sérum 
homologue. 

Henderson [8], dans des recherches analogues, a employé, 
pour des réactions de déviation du complément avec des sus- 
pensions de S. typhi Rough, 0,25 unités d’antigéne. 

Nous avons employé une unité d’antigéne dans nos réactions. 
Notre unité d’antigéne est définie comme la plus faible quantité 
d’antigéne (suspension bactérienne étalon, solution de toxine) 
qui fixe la totalité du complément (2 unités H,,,) dans le systéme 
indiqué (volume total, 0,8 ml) en présence de 0,2 ml de sérum 
homologue dilué au 1/50. 

La méme recherche effectuée en présence de 0,2 ml de sérum 
hétérologue dilué au 1/50 permet de déterminer la « force » des 
différents antigénes vis-a-vis de ces divers sérums. Les résultats 
de ces essais sont rapportés au tableau III. Les chiffres indiqués 
sont les inverses de la dilution-limite de chaque antigéne qui, 
introduit sous le volume de 0,2 ml, fixe la totalité (2 unités H,,,) 
du complément en présence de 0,2 ml de sérum dilué au 1/50. 
La suspension-mére pour les antigénes microbiens est la sus- 
pension étalon (densité optique correspondant A 300 unités Klett, 
écran 54). ‘La solution mére pour les antigénes a été prise égale 
a 5 mg/ml. 

La force des différents sérums a ensuite été déterminée en 
présence d’une unité de chaque antigéne. Le tableau IV donne 
les résultats sous la forme de Vinverse de la dilution limite de 
sérum qui fixe tout le complément en présence d’une unité de 
Yantigéne considéré. 

Le tableau relaltif aux antigénes nous permet de comparer entre 
eux les différents antigenes par rapport A un méme sérum. 

Le tableau relatif aux sérums nous permet de juger, dans une 


certaine mesure, de la richesse des sérums en anticorps vis-a-vis 
d’un antigéne déterminé. 


Tapirau Il. 
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Les résultats rapportés dans les tableaux I, II, HI, IV, per- 


mettent de tirer diverses conclusions 


° Le sérum anti-bactéries R, chauffées contient uniquement 


il 
des 


anticorps anti-antigéne R. Il en est de méme des sérums 


anti-paralyphi A Rough (104) et anti-paratyphi B Rough (BjR). 


t avec diverses préparations 
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s sérums réagissen 
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La toxine a contient l’antigéne R et l’antigéne flagellaire H (d). 

4° La toxine P, ne contient plus d’antigéne flagellaire H (d), 
mais seulement l’antigéne R. 

La persistance de la toxicité dans la préparation P,, aprés 
élimination de Vantigéne flagellaire, permet d’affirmer que la 
toxine n’a pas de rapport avec cet antigéne. 

5° La toxicité est par contre trés étroitement associée a l’anti- 
géne R (ou aux antigénes Rough), commun au moins a 
S. typhosa R, S. paratyphi A R, S. paratyphi B R. 

Cette association est susceptible de deux interprétations : ou 
bien la toxine est constituée par une partie de la molécule de 
lantigene R; ou bien la toxine a des propriétés chimiques voi- 
sines de cet antigéne, si bien qu’au cours des opérations d’extrac- 
tion et de purification, elle reste associée A cet antigéne, 
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LA MULTIPLICATION DE STAPHYLOCOQUES 
ET DE COLIBACILLES RESISTANTS 
EN PRESENCE DE STREPTOMYCINE 


par R. LINZ et E. LECOCQ (’). 


(Laboratoire de Bactériologie de VUniversité libre de Bruzelles 
et Laboratoire de Biologie clinique de l Hopital Saint-Pierre, 
Bruczelles.) 


On s’imagine volontiers que les bactéries résistantes a une 
concentration donnée de streptomycine ne souffrent pas de la 
présence de celle-ci, puisqu’elles se multiplent. Cependant, 
méme a un examen superficiel, on constate que le trouble des 
cultures en milieu liquide additionné de streptomycine n’est 
pas aussi important que celui des cultures témoins, en milieu 
sans antibiotique, lorsqu’on les compare, comme on en a |’habi- 
tude, 4 Ja fin de leur incubation, au moment ot elles ont atteint 
leur développement maximum. Les observations suivantes ont 
pour but de montrer que la présence de streptomycine n’est 
pas indifférente, en réalité. Elles portent sur des bactéries a 
multiplication rapide (Staphylococcus pyogenes, Escherichia 
coli)’; le cas de Mycobacterium tuberculosis sera examiné sépa- 
rément. 


Soucnes Et Mirnopes. 


1° Soucnes. — Deux souches de Staph. pyogenes (Oxford et 
J. B.) et deux souches d’Esch. coli (@ et K 12) ont été utilisées. 
Toutes quatre sont sensibles 4 la streptomycine ; de chacune, des 
variants résistants (symbole : rS) ont été obtenus. Les races 
sensibles, ensemencées dans du bouillon aux extraits de cceur et 
de cerveau de boeuf, sont inhibées pendant vingt-quatre heures 
ou davantage a l’étuve a 37°, par 1 a 10 ug de streptomycine 
par centimetre cube, lorsqu’on introduit environ 10° germes 
par centimétre cube du milieu; elles sont inhibées par 0,1 
4 0,5 pg/em’, lorsqu’on en introduit 10° par centimétre cube. 


(*) Manuscrit recu le 7 octobre 1954. 


GERMES RESISTANTS ET STREPTOMYCINE 7p) = 


Quant aux variants résistants, voici quelles sont les concen- 
trations quils tolérent : 
CONCENTRATIONS DE SM TOLEREES 


(vg/em) 
103 cellules/cm3 10® cellules/cm? 
g Valaio= De ee tae 10.000 40.000 
staph: Oxford) varrS-F.... 7 20a 50 500-1 .000 
Staple Bigen7Sis, ceo tt iets 40.000 40.000 
ESChitorq-1Simons. a ce anes ee seas 40 000 40.000 
ESchished2i-07'S eee tes f6. eis 4.000 40 000 


= 

La souche mére sensible de Staph. Ozford avait été entrainée 
a tolérer la streptomycine a concentrations croissantes, d’abord 
en bouillon riche (cceur-cerveau), puis en bouillon pauvre ot, 
on le sait, la streptomycine est plus facilement inhibitrice. Les 
staphylocoques étaient rapidement (4 passages) devenus capables 
de troubler en vingt-quatre heures 1 cm* de bouillon pauvre 
additionné de 10000 weg de streptomycine et ensemencé de 10° 
germes (variant rS-A). Mais un seul passage en bouillon riche sans 
antibiotique suffit a leur faire perdre un peu de leur résistance : 
en vingt-quatre heures, 1000 cellules troublaient encore 1 cm‘ 
de bouillon contenant 625 pg, mais non 1 cm* de_ bouillon 
contenant 1 250 wg de streptomycine. I] fallait prolonger |’incu- 
bation jusqu’a cing 4 huit jours pour que le bouillon contenant 
10 000 pg/cm* se troublat. La résistance tendait donc a baisser. 
Trois passages supplémentaires du variant rS-A en bouillon 
additionné de 10000 wg/cm* n’affermirent pas suffisamment sa 
résistance : deux subcultures en bouillon pur la diminuérent. La 
souche devint plus stable aprés 12 passages quotidiens nou- 
veaux : c’est le variant rS-D qui conserve habituellement intacte 
sa tolérance pendant quatre ou cing subcultures. Il semblait 
inutile de prolonger l’essai d’adaptation. Aussi une culture 
de rS-D développée en vingt-quatre heures dans du_ bouillon 
additionné de 10000 ug de streptomycine par centimétre cube 
est-elle conservée comme stock a Ja glaciére a 4°; on en 
préléve, au fur et a mesure, les quantités nécessaires pour 
les expériences. Avant épuisement, et le moins fréquemment 
possible, la culture est régénérée par passage dans du bouillon 
contenant 10000 pug/cm*®. Chaque expérience est accompagnée 
d'un titrage de la résistance pour s’assurer que celle-ci n’a pas 
changé. 

Le variant rS-F de Staph. Oxford est beaucoup moins résistant 
ala streptomycine. Il a été obtenu par un ensemencement massif 
de la souche mére sensible (10® germes) dans 1 cm* de bouillon 
riche contenant 10 pg de streptomycine. Sa résistance tend égale- 
ment a baisser lorsqu’on le cultive en bouillon pur, mais est 
d’habitude restée intacte au cours de passages en bouillon addi- 
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tionné de 10 & 20 pg de streptomycine par centimétre cube. Des 
litrages de la résistance étaient indispensables aprés chaque 
passage, afin de vériter si elle n’avait pas été exaltée et afin de 
rejeter la culture si tel était le cas. Aussi les passages étaient-ils 
réduits & un minimum et des cultures-stocks conservées A la 
glaciére. 

On voit déja que, pour nous, le caractére « résistant » ne 
consiste pas seulement dans J’aptitude 4 la multiplication dans 
un milieu de culture additionné d’une certaine concentration de 
streptomycine ; le facteur temps intervient également. Une 
souche a conservé ou perdu partiellement sa résistance, selon 
qu'elle se multiplie en présence de l’antibiotique aussi rapidement 
ou moins rapidement que lors de l’essai précédent. Envisagés de 
ce point de vue, les résistants de Staph. Oxford sont trés 
instables ; cela est vrai non seulement des lignées utilisées ici, 
mais encore de nombreuses autres que nous avons isolées de 
la méme souche. 

Les variants les moins résistants (type rS-F) sont les moins 
stables; les variants moyennement résistants sont les plus 
stables ; les variants trés résistants (type rS-D) occupent une 
place intermédiaire. 

On note une instabilité semblable chez les variants trés 
résistants de Staph. J. B., d’Esch. K 12 et d’Esch. g. Ils ne 
gardent intacte leur aptitude 4 se multipler dans les vingt- 
quatre heures dans du bouillon additionné de 1 000 ue de strepto- 
mycine par centimétre cube que s’ils sont maintenus dans des 
milieux contenant 100 & 1000 weg/em*. De pareilles cultures 
sont conservées comme stocks & la glaciére et subissent le 
moins possible de passages. 


2° ‘Tecunigues. — Environ quinze heures avant leur emploi, 
les cultures stocks sont ensemencées (I goutte) dans du bouillon ; 
les jeunes cultures servent & ensemencer, 4 leur tour, les tubes 
d’expérience. 

Pour mesurer les troubles, on utilise des tubes spéciaux pour 
turbidimétre. On y introduit successivement : 8 cm*® de bouillon 
(bouillon aux extraits de coeur et de cerveau de boeuf) ; 1 em® de 
solution physiologique (NaCl 0,9 p. 100) pure (tube témoin) ou 
contenant du sulfate de streptomycine ; et 1 cm* de culture plus 
ou moins diluée en bouillon. Le volume total est done de 10 cm?. 
Les tubes sont portés au bain-marie a 87° plutot qu’a l’étuve, 
afin d’éviter des variations de température. Le turbidimétre a été 
employé de la maniére décrite précédemment [4]. Pour la présen- 
tation des résultats, nous nous contentons des chiffres lus sur }e 
tambour de l'appareil. Ils dépendent de la quantité de lumiére 
transmise ; c'est dire quils diminuent lorsque le trouble 
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augmente, et inversement. L’intensité, l’incidence, etc., du 
faisceau lumineux qui frappe les tubes, a toujours été fixée, au 
début de l’expérience, pour chaque tube individuellement, de 
telle sorte que le tambour indiquat 100. Lorsque Ja multipli- 
cation atteint un degré suffisamment élevé, la quantilé de lumiére 
transmise est tellement faible que, pour la mesurer, il faudrait 
modifier Jes constantes introduites dans lappareil. Nous ne 
avons pas fait et avons simplement indiqué que le trouble 
dépassait les limites que nous avions fixées. D’un autre cote, le 
turbidimétre est incapable d’enregistrer un trouble moins intense 
que celui produit par 10° cellules environ par centimétre cube ; 
ainsi, il ne renseigne pas sur les variations des populations plus 
petites. 

Nous avons étalonné le turbidimétre pour pouvoir calculer, 
d’aprés les valeurs enregistrées, la richesse effective de la cul- 
ture en bactéries [8]. Mais nous avons renoncé a utiliser ces 
chiffres plut6t que ceux du tambour: ils ne donnent qu’une 
précision illusoire, la marge d’erreur étant assez élevée. 

Lorsqu’il a été nécessaire de procéder A des numérations de 
cellules viables, ou plutot des colonies qu’elles sont capables 
de former sur gélose nutritive, la méthode dite de la double 
couche de Gratia a été utilisée [4]. Quand ces numérations 
exigeaient un milieu contenant de la streptomycine, celle-ci 
était introduite 4 Ja fois dans le bouillon gélosé a 2 p. 100, 
coulé comme « base » dans la boite de Petri, et dans la couche 
de bouillon gélosé 4 0,6 p. 100 avec laquelle on mélangeait 
les suspensions microbiennes. De cette fagon, aucun gradient de 
diffusion n’était & craindre. 


PaRTIE EXPERIMENTALE. 


Suivons l’évolution du trouble de cultures en bouillon de !a 
souche de Staph. Oxford-rS-D en la présence et en l’absence 
de streptomycine. L’inoculum est prélevé dans une culture en 
bouillon sans antibiotique ensemencée, quinze heures aupa- 
ravant, au moyen de la souche stock décrite ci-dessus ; sa résis- 
tance est restée intacte. Chaque tube de l’expérience a recu 1 ¢m® 
de cette culture diluée 1/10000 en bouillon, soit environ 
10* germes. Le trouble est mesuré aussitét, puis les tubes sont 
portés au bain-marie 4 87°; de nouvelles mesures sont faites 
périodiquement. Les résultats figurent dans la partie centrale 
du tableau I et sur le graphique 1. 

L’étude de trés nombreuses courbes de Il’évolution turbidi- 
métrique, dont le détail ne peut étre donné ici, révéle que cette 
évolution est constante pour chaque lignée de bactéries lorsque 
les conditions d’expérience (volume et composition du milieu, 
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quantité de semence, température, etc.) sont constantes. Mais elle 
peut différer d’une souche 4 une autre, et méme d’un variant a 
un autre d’une méme souche. Les résultats du tableau I montrent, 
sans équivoque, que les germes, quoique résistants, éprouvent 


TasLeau I, 
Evolution turbidimétrique de cultures de Staph. Oxford rs-D 
en bouillon pur ou additionné de streptomycine. 


Dilut. de Streptonm. Incubation en heures 
la souche 
avant 

ensemenc. 


Io0 I00 I00 99 98 9% 90 85 80 74% 50 


mex Sos => Sa BS HSS SS HS SSH HBS HHS HR SH HS SSS SSH HSS HSH HHS SSS SH SHH HS SH SSS SHH SH SSSSSSSSTSTE 


10000 Too 100 98 8245 15 x 


Dans ce tableau et les suivants, les chiffres sont les graduations Ines directement 
sur le tambour du turbidimétre. Le signe X signifie que le trouble dépasse les 
valeurs mesurables dans les conditions de l’expérience (voir texte), 


une géne manifeste & se multiplier en présence de 10 000 g/cm? 
et une géne moins prononcée en présence de 1000 pg/em? : le 
trouble augmente de fagon perceptible (c’est-d-dire que la 
richesse en bactéries atteint et dépasse 10° cellules par centimetre 
cube) aprés six heures vingt minutes d’incubation dans le tube 
témoin, apres six heures quarante minutes dans le tube contenant 
1 000 pg/em® et aprés sept heures vingt minutes et sept heures 
quarante minutes dans le tube contenant 10 000 ug/em*, 

La géne reste trés nette quelle que soit l’importance de 


GERMES RESISTANTS ET STREPTOMYCINE 183 


linoculum, qu’on ensemence 107 cellules (1 cm? de culture 
diluée 10-*) ou 10 cellules (1 cm* de culture diluée 10-7) 
jtableau I]. Seuls varient les temps nécessaires pour que le 
trouble commence a étre percu par l’appareil. Plus la semence 
est petite, plus la géne due a la streptomycine semble forte : 
mais ce n’est peut-étre qu'une apparence, en relation avec la 
longueur du temps de latence. 

‘La souche de Staph. Oxford-rS-D utilisée avait été cultivée, 
juste avant ’emploi, dans du bouillon sans streptomycine. Bien 


Bouillon + 
Sm 10000 p.g/em? 


50 


Bouillon sans Sm pak) 
‘ 


GRADUATIONS DU TAMBOUR 


5 6 7 : oF 9 10 11 
TEMPS D’INCUBATION EN HEURES 


Grapaigue 1. — Evolution turbidimétrique de Staph. Oxford rS-D en bouillon 
Pe ou additionné de steptomycine (inoculum : environ 104 germes par tube 
e 10 cm?). 


qu’elle pardt suffisamment stable, on pouvait objecter qu’elle 
avait ainsi perdu une partie de sa résistance. Dans une autre 
expérience la souche stock a été régénérée dans du bouillon 
additionné de 10000 ug de streptomycine par centimétre cube. 
Les résultats sont identiques aux précédents. 

Les variants trés résistants d’autres souches bactériennes 
(Staph. J. B.rS, Esch. o-rS, Esch. K 12-rS) se comportant de 
la méme facon. Les deux colibacilles semblent conserver intacte 
leur tolérance a la streptomycine, méme aprés plusieurs pas- 
sages en bouillon pur. Néanmoins, ce sont des cultures en 
bouillon contenant 1000 pg d’antibiotique par centimetre cube, 
qui servirent a ensemencer les tubes expérimentaux. Le 
tableau II et le graphique n° 2 illustrent le cas d’Esch. K 12-rS 
(inoculum : 1 cm? de la dilution 10—*, soit environ 10° germes 
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Tasrrau I. — Evolution turbidimétrique de cultures d’Esch. K 12-rS 
en bouillon pur ou additionné de streptomycine. 


Streptom., Incubation en heures ee 


pe/cm3 (0) LE 1I<30,) 129 I3) Ut elo, 7 aomere0 eet 


(e) LOO Tage 87 83) 57 723 x 

100 100 (97 93 COM Os meEeT, 
1000 100 I00 I00 I0o0 100 99 97 89 73 49 x 
10000 I00 106 107 I08 107 108 I08 I08 I08 109 107 a 


FFFFLEFEFLEF FEET EEF EEE FEE EEEFEF EEE EF EEEFEEEFE LETH FEES FEAF FTA EH ttt 


Inoculum : 1 cm? d’une dilution 10—. 


50 ‘ Bouillon+Sm > 


“ 1000 jig / cm3 


Bouillon \ 
sans Sm : ‘ 


GRADUATIONS DU TAMBOUR 


ey ahh 5h 3.4% #%15 16 17 18 19 20 
TEMPS D“INCUBATION EN HEURES 


Gnrapnigue 2. — Evolution turbidimétrique d’Esch. K 12 - rS en bouillon pur 


ou addition . i i ots 4 
aediécin®) né de streptomycine (inoculum environ 105 germes par tube 


par tube de 10 cm*): on voit combien 1000 peg de strepto- 
mycine par centimetre cube, dose qu’elle a cependant tolérée a 
chacun de ses passages antérieurs, retardent le développement de 
la souche. La concentration de 10 000 ug/em® est inhibitrice pour 
ce variant; mais aprés quatre a cinq jours d’incubation, un 
variant plus résistant apparait et trouble le milieu. Remarquons 
que pendant Ja période dinhibition, la semence est partiel- 
lement lysée ; elle se comporte en cela comme les bactéries 
sensibles traitées par des concentrations inhibitrices [ms 


GERMES RESISTANTS ET STREPTOMYCINE 485 


Signalons un effet accessoire de la streptomycine sur les bac- 
téries résistantes. Les staphylocoques en bouillon s’autolysent en 
vieillissant. C’est le cas pour Staph. Ozford ; ses variants résistants 
s’autolysent plus facilement encore que la souche sensible. Si on 
conserve trois a quatre jours 4 la température du_ labo- 
ratoire (15 4 18°) ou a celle de Ja glaciére (4°) une culture du 
variant rS-D développée en bouillon sans antibiotique pendant 
un jour a 37°, le trouble s’éclaircit trés nettement et la visco- 
sité augmente. Une culture du méme variant, développée 
pendant un jour a 387° dans du bouillon additionné de 1 000 
a 10000 wg de streptomycine par centimétre cube, se lyse plus 
tardivement : il faut la conserver sept 4 dix jours au laboratoire 
ou a la glaciére pour constater un éclaircissement et une augmen- 
lation de la viscosité. 

Examinons maintenant influence de la streptomycine sur la 
multiplication des résistants sur gélose nutritive. A cet effet, 
faisons des numérations de colonies, comparativement sur gélose 
sans streptomycine et avec streptomycine. 

Une culture de vingt-quatre heures d’Esch. g-rS, en bouillon 
contenant ou non de la streptomycine, est diluée, et 0,5 cm® de 
chaque dilution est mélangé avec 4,5 cm* de bouillon gélosé 
a 0,6 p. 100 liquéfié, additionné de streptomycine. Le mélange 
est versé sur une couche de bouillon gélosé a 2 p. 100 solidifié 
en boite de Petri (voir : Technique). Aprés gélification, on porte a 
létuve & 37° ; on compte les colonies aprés soixante-trois heures 
d’incubation. Que la gélose ait été additionnée de streptomycine 
(10 000 pg/em*) ou non, le nombre des colonies est le méme 
(tableau III). Les résultats sont identiques dans le cas d’Esch. 
K 12-rS (mais en ne dépassant pas 1 000 wg par centimetre cube) 
ou de Staph. J. B.-rs. 

Mais ils sont tout autres si on s’adresse a Slaph.. Oxford-rS-D 
(tableau III). Le nombre des colonies est le méme sur gélose sans 
streptomycine ou additionnée de 100 wg/em*, mais il est nettement 
plus petit lorsque la gélose contient 10 000 pg/em*. En outre la 
différence varie suivant qu’on analyse une subculture de la souche 
stock en bouillon pur ou en bouillon additionné de streptomycine : 
dans le premier cas, on trouve que 10000 pg/cm* réduisent le 
nombre des colonies de 50 p. 100 environ ; dans le second cas, de 
25 p. 100, quel que soit le nombre des passages (nous en avons 
fait vingt). Un seul passage en bouillon-streptomycine de la sub- 
culture en bouillon sans antibiotique suffit pour ramener la 
réduction de 50 a 25 p. 100. 

On pourrait supposer que les colonies se développent plus 
lentement sur gélose contenant 10 000 wg/cm* que sur gélose sans 
antibiotique. Il n’en est rien: si ]’on évile la dessiccation des 
milieux en recouvrant les boites de Petri d’une enveloppe étanche 
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et si l’on prolonge Vincubation jusqu’au quatorziéme jour, le 
nombre des colonies augmente a peine (5 4 10 p. 100) sur l’un 
comme sur l’autre milieu, et la différence entre eux reste de 25 
ou 50 p. 100. 


Tapteau Il. — Nombre de colonies formées par les cultures en 
bouillon des variants résistants (1 cm*) sur gélose nutritive 
sans streptomycine ou additionnée de streptomycine. 


Rapport des 
nombres 
1h ABR /Aae 


Nombre de colonies (en millions) 
sur gélose contenant les concen- 
trations suivantes de streptomy- 
cine ( en 4@/cm>) 

0 I00 I000 I0000 

(Ee Ges) (rm) 


Souches 


Esch. p -rsS 
Esch. K I2 -rs 


I /I.124 0.95 
I /0.95/ 0.99 
I /1.06/ I 


o 


Staph. J.B. =-rS 

Staph. Oxf. -rS -D 
I /I.03/ 0.454 
I /0.96/ 0.76 


ive pass. sans Sm. 


Les chiffres sont les moyennes de 8 boites de Petri (déviations d’environ 


+ 10 p. 100). 


Faut-il admettre qu’un nombre élevé de cellules de Staph. 
Oxford-rS-D subissent une mutation régressive, diminuant leur 
tolérance a la streptomycine ? 

Prélevons au hasard 20 colonies sur chacune des boites sui- 
vantes 

1° Culture en bouillon pur, ensemencée sur gélose sans Sm. 

2° Culture en bouillon pur, ensemencée sur gélose + Sm 
(10 000 wg/cm*). 

3° Culture du vingliéme passage en bouillon-Sm, ensemencée 
sur gélose sans Sm. 

4° Culture du vingtiéme passage en bouillon-Sm, ensemencée 
sur gélose + Sm (10 000 ue/cm’). 

Chaque colonie est émulsionnée dans du bouillon de sorte que 
la suspension soit a peine louche ; il y a donc environ 10® cellules 
par centimétre cube. On dilue encore cent fois, et on introduit 
I goutte de la dilution (soit environ 500 cellules) dans des tubes 
contenant 1 cm* de bouillon pur ou additionné de 10000 ug de 
streptomycine, Les quatre-vingts colonies examinées se développent 
dans les deux tubes en dix-huit a vingt-quatre heures. Elles 
avaient donc conservé intacte leur résistance. La mutation régres- 
sive, si elle a lieu, s’est faite plus rarement qu’une fois sur vingt, 
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Or, c est 4 10 mutations sur 20 colonies (boite n° 1) ou 45 sur 20 
(boite n° 3) qu’on edt dd s’attendre. Ainsi, il n’est pas possible 
d’expliquer les différences observées sur gélose par des mutations 
régressives, 

Une autre expérience plaide dans le méme sens: au cours 
de dix passages en bouillon sans antibiotique, la proportion des 
cellules (environ 50 p. 100) capables de former des colonies sur 
gélose contenant 10000 pg de streptomycine par centimétre 
cube, n’a pas varié. Or, s’i] s’était agi d’un mélange de cellules 
résistantes avec des cellules redevenues sensibles, la proportion 
des résistants eit diminué rapidement et ett atteint une valeur 
infime (phénoméne de Welsch) [5, 9]. Il n’est done pas vraisem- 
blable que Staph. Oxford rS-D soit constitué par un mélange de 
résistants et de nombreux mutants régressifs. 

Les concentrations de streptomycine utilisées dans les essais 
précédents ont été choisies a dessein extrémement élevées. En 
effet, elles semblent proches du maximum auquel les bactéries 
considérées peuvent s’adapter in vitro. Nous évitions ainsi que 
Jes variants résistants se modifient en cours d’expérience, et 
quils fournissent des variants nouveaux, plus résistants encore, 
dont la multiplication se ferait suivant un rythme différent (1). 
Mais on peut objecter que ces concentrations sont excessives et 
que les bactéries résistantes sont souffrantes. Effectivement 
Staph. Ozxford-rS-D, Staph. J. B.-rS, Esch. grS et méme 
Esch. K 12-rS forment des colonies plus gréles sur gélose et 
troublent moins intensément le bouillon sans antibiotique que 
les souches sensibles dont ils dérivent. C’est pourquoi il 
paraissait désirable de contrdler les résultats précédents au 
moyen d’un variant modérément résistant 4 la streptomycine et 
dont le développement fit plus normal. 

L’expérience a été faite sur Staph. Oxford-rS-F. On se 
souvient que 10° de ses cellules résistent a 500-1000 pg de 
streptomycine dans 1 cm* de bouillon, et 10* cellules 4 20-50 ug. 
Entretenu par passages sur bouillon additionné de 20 ug/cm’, il 
est resté stable pendant les quelques semaines nécessaires 4 son 
étude. Le tableau IV et le graphique 3 montrent que les doses 
de streptomycine tolérées génent la multiplication en bouillon, 
ce qui confirme les résultats précédents. Remarquons que 
Staph.-Oxford-rS-F forme le méme nombre de colonies sur 
eélose pure ou additionnée de 20 ug de streptomycine par centi- 


(1) Un danger semblable existe pour la souche Esch, K 12-rS 
qui tolére 1000 yug/cm’, mais qui peut s’adapter tardivement 
4’ 10000 ywg/cm*. Des contréles soigneux ont permis de ne retenir, 
pour le présent travail, que les expériences ot une telle adaptation 
n’a pas eu lieu. 
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métre cube: il se comporte done comme Esch. g-rS, Esch. 
K 124+S et Staph. J. B.-rS, et non comme son parent, Staph. 
Oxford-rS-D. 

En quoi consiste Veffet de la streptomycine que nous avons 
appelé jusqu’&’ présent une géne de la multiplication en 
bouillon ? Le temps de latence est-il allongé? La vitesse de la 
multiplication est-elle réduite ? 


Tasteau IV. — Variant rS-F de Staph. Oxford. — Evolution turbidi- 
métrique en bouillon ; nombre de colonies sur gélose additionnée 
ou non de streptomycine. 


I. Evolution en bouillon 


a i 5 
(inoculum: culture diluée I0 le soit environ 60 cellules par tube de IO cm”) 


Streptomycine, Incubation, en heures 


pe/em? Oy) “STO: ao ereae ele Tey eeOnore es 


2. Nombre de colonies sur gélose (en millions) 


Concentrations de streptomycine Rapport / I / II / 
(pe/em? ) dans la gélose 


591 617 I / 1.04 


En examinant les graphiques 1, 2 et 3, qui représentent 
Pévolution turbidimétrique, on constate que les plus fortes 
concentrations de streptomycine, les concentrations « limites », 
celles qui génent, allongent le temps de latence, mais ne 
modifient guére la multiplication ultérieure. En effet, les traits 
s'infléchissent plus tard, mais dessinent des courbes équi- 
distantes de la courbe témoin, 

On peut encore démontrer cet effet de la streptomycine par 
une autre expérience. Suivons des cultures en bouillon, addi- 
lionnées d’antibiolique ou non, et dénombrons les  cellules 
viables par ensemencement sur gélose. A titre d’exemple, 
prenons la souche Esch. g-rS. 

Une culture de vingtquatre heures en bouillon conte- 
nant 1000 ug de streptomycine par centimétre cube, est diluée 
a 10-° en bouillon neuf; cette dilution est introduite, A raison 
de 1 cm’, dans des tubes de 9 cm* de bouillon contenant 10 000, 
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100 ou 0 wg de streptomycine par centimétre cube. Aussit6t et 
aprés une, deux, neuf et vingt-quatre heures d’incubation a 37°, 
on brasse et on préléve de petites quantités (0,1 a 0,5 cm), on 
les dilue convenablement et on les mélange avec de la gélose 
nutritive (méthode de la double couche de gélose de Gratia). En 
méme temps que les prélévements, des mesures sont faites au 
turbidimétre. Celles-ci indiquent que le tube sans streptomycine 
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GrapHiguE 3. — Evolution turbidimétrique de Staph.Oxford rS-F en bouillon 
pur ou additionné de streptomycine (inoculum : environ 60 cellules par 
tube de 40 cm’), 


commence a se troubler aprés cing heures environ d’incubation, 
que ce trouble progresse rapidement ensuite; que les tubes 
contenant 100 pg de streptomycine par centimétre cube pré- 
sentent une évolution pratiquement identique ; mais que les 
tubes contenant 10000 pg/em* ne se troublent qu’aprés sept 
heures, et que le trouble progresse ensuite selon une courbe 
équidistante de celle des tubes témoins. Les numérations des 
colonies sur gélose donnent les résulfats du tableau V (oll, pour 
la simplification, ne sont pas notés les résultats des tubes avec 
100 wg/em* : ceux-ci sont presque identiques aux résultats des 
tubes témoins). La comparaison est facilitée si on calcule le fac- 
teur de multiplication, c’est-d-dire le rapport entre la richesse 
actuelle en germes et celle du début de l’expérience. 

On constate que le nombre de colonies suit la méme évolution 
que le trouble (lequel, rappelons-le, ne se manifeste qu’a partir 
d’une richesse d’environ 10° germes par centimétre cube). On 
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constale aussi que le nombre de cellules viables augmente dans 
les tubes avec 10000 pg/em? au méme rythme que dans les 
tubes témoins, sans streptomycine, a ceci prés que la multipli- 
cation y débute avec un retard d’environ deux heures (aprés 


quatre heures d’incubation, au lieu de deux heures) et que la 


Tasteau V. — Nombre de colonies développées sur gélose a partir 
d’échantillons prélevés dans des cultures d’Esch. q-rS en bouillon 
pur ou additionné de streptomycine. 


(Nombre de colonies par centimetre cube, en milliers.) 
Moment des 


prélévements 
(en heures) 


Culture en bouillon sans 
streptomycine 


Culture en bouillon additionné 
de I0000 pg de Sm par cm? 


Nombre de 


Facteur de 
colonies multiplication 


Nombre de Facteur de 
colonies multiplication 


0) I.5 I.6 iy 

I 2.1 I.7 a 

2 5.7 I.5 0.9 
3 30 1.8 I.I 
4 159 6.9 4.3 
3) 890 32.1 20 

6 5900 3900 201 125, 
it 33100 21000 I1I90 740 

8 179000 120000 6320 4000 
") 451000 300000 29500 18400 
24 I6I0000 1000000 910000 570000 


richesse maximum atteinte est environ deux fois moins élevée. 
En effet, de part et d’autre, le nombre de cellules est multiplié 
par un facteur de 5 4 6 par heure pendant toute la phase loga- 
rithmique. Les différences entre les richesses maximum en 
germes, aprés vingt-quatre heures, quoique faibles, sont cons- 
tantes ; il se peut qu’elles soient significatives. 

Des expériences analogues ont donné les mémes résultats avec 
les autres souches. 

En somme, les concentrations limites de streptomycine tolérées 
par des bactéries résistantes retardent leur multiplication en 
bouillon parce qu’elles allongent la phase de latence qui pré- 
céde la phase logarithmique. Ces effets sont-ils dus a des alté- 
rations des cellules ? Ne sont-ils pas dus plutét a l’agglutination 
bien connue des bactéries par la streptomycine (2, 3]? Pareille 
agglutination diminuerait le nombre des unités réellement pro- 
liférantes, Plusieurs arguments plaident cependant contre une 


GERMES RESISTANTS ET STREPTOMYCINE 194 


telle hypothése. Dans le cas de variants peu résistants, comme 
Staph. Oxford-rS-F, de faibles doses de streptomycine (50 pg/em*) 
suffisent a géner la multiplication. Elles sont inférieures 
de beaucoup aux concentrations habituellement agglutinantes 
(1 000 ug/cm* et davantage). Effectivement, elles ne provoquent 
aucune agglutination décelable, méme au microscope. On n’aper- 
coit aucune agglutination non plus dans les cultures de Staph. 
Oxford-rS-D, Staph. J. B.-rS, Esch. g-rS et Esch. K12-rS au 
cours de leur multiplication en présence de 1000 ou 10000 ng 
de streptomycine par centimétre cube. Ce n’est que lorsque 
cette multiplication est terminée, lorsque les cultures ont atteint 
leur trouble maximum, qu’elles tendent a agglutiner, ou plutot 
a déposer : secouées, elles donnent un trouble homogéne, et 
i] faut plusieurs heures avant qu’un dépdt se reforme. 
Cependant, pour vérifier expérimentalement si la strepto- 
mycine diminue le nombre des unités proliférantes ensemencées, 
comparons |’évolution turbidimétrique : d’une part, de diverses 


TasLeau VI. 
Evolution turbidimétrique de cultures de Staph. Oxford-rS-D 
ensemencées au moyen de quantités variables de germes. 


N% des QUANTITRBS Streptom. Incubation & 37° (en heures) 
tubes de cultures (pe/cm3) 0 IO 33 IS) 27° 38. 20 

ensemencées 
(441. 1077) 


cultures en bouillon sans antibiotique ensemencé de quantités 
décroissantes de germes; d’autre part de cultures en bouillon 
avec streptomycine ensemencé de la dose forte de germes. Pour 
lessai, choisissons Staph. Oxford-rS-D, précisément parce que 
ce variant forme 25 a 50 p. 100 de colonies de moins sur gélose 
nutritive additionnée de 10000 ue de streptomycine par centi- 
métre cube, que sur gélose sans antibiotique, et qu’il est donc 
davantage suspect d’agglutination. Comparons l’évolution de 
tubes de 10 cm? de bouillon ensemencé au moyen de_ 50, 
25 et 10 germes environ (0,5, 0,25 et 0,1 cm* de la dilution 10~‘ 
d’une culture en bouillon de vingt-quatre heures, contenant 
1000 pg de streptomycine par centimétre cube) et de tubes de 
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bouillon avec streptomycine ensemencés au moyen de 50 germes 
environ (0,5 em’). Le retard de développement (tableau VI), 
da a 10000 ug de streptomycine par centimétre cube (tube 6), 
est net; en bouillon sans antibiotique, seul le tube ensemencé 
de 0,1 cm’ (tube 3) évolue plus lentement que celui ensemencé 
de 0,5 cm? (tube 1), mais son retard est beaucoup plus petit 
que celui du tube n° 6. Il semble done peu probable que la 
streptomycine agisse en réduisant le nombre des unités proli- 
férantes. 
CoNCLUSIONS. 


1° Les cultures en bouillon des variants résistants de Staph. 
pyogenes et d’Esch. coli sont génées par les concentrations 
limites de streptomycine, bien que ces variants solent capables 
de les tolérer. 

2° Le variant trés résistant rS-D de Staph. Ozford forme 
moins de colonies sur gélose nutritive additionnée de 10 000 pg 
de slreptomycine par centimetre cube que sur gélose sans anti- 
biotique. ‘Les autres variants résistants examinés ne présentent 
pas cette particularité. 

3° La géne de Ja multiplication par la streptomycine n’est pas 
due a une mutation régressive, rendant plus sensibles une pro- 
portion élevée des bactéries. 

4° L’effet des concentrations limites de streptomycine sur les 
bacléries résistantes en bouillon, consiste en un allongement de 
la période de latence qui précéde la phase de multiplication loga- 
rithmique. 

5° Cet allongement ne semble pas dai a une réduction du 
nombre des unités proliférantes par agglutination par la strepto- 
mycine. 
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ETUDE D'UNE COLICINE ELABOREE 
PAR UNE CULTURE DE S. PARATYPHI/ B 


par Yves HAMON (*). 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages.) 


Plusieurs travaux ont montré que tous les bacilles para- 
typhiques B sont lysogénes [4, 2, 3] quel que soit le lysotype auquel 
ils appartiennent. 

Mais la recherche systématique de la lysogénéité parmi les 
cultures de cette espéce, en utilisant non plus les bacilles para- 
typhiques B eux-mémes, mais d’autres Entérobactériacées comme 
les souches Escherichia coli B, Shigella paradysenteriae Y 6 R et 
divers EF. coli isolés dans les gastro-entérites infantiles, conduit 
presque toujours a des résultats négatifs. 

Cependant, la suspension et le filtrat d’une de ces cul- 
tures (B.53.395), originaire d’Autriche et appartenant au_ lyso- 
type Dundee forment une zone d’inhibition dans la culture en 
couche continue d’F. coli B et de Sh. paradysenterix Y 6 R. Cette 
zone d’inhibition est-elle due 4 une lysogénéité exceptionnellement 
active sur les souches utilisées ? 

Tous les essais de régénération d’un bactériophage éventuel sur 
les souches sensibles 4 cette inhibition ont échoué. 

Ou bien s’agit-il d’un bactériophage doué de la seule activité 
létale ? 

Aucune régénération n’ayant pu étre obtenue sur les bactéries 
les plus diverses (nombreux échantillons d’F. coli, de la variante R 
de plusieurs S. paraltyphi B, de S. typhi et de diverses Shigella), 
cette seconde hypothése doit étre écartée. 

Dans tous les exemples connus d’activité létale (phage actif 
sur S. typhi [4], phage C 16 sur E. coli 36 [5], phage T 6 sur la 
souche Co 270 |6], etc), celle-ci ne s’exerce que sur un nombre 
trés limité de bactéries et l’activité lytique se retrouve toujours sur 
d’autres échantillons de la méme espéce et sur des cultures 
d’espéces ou de genres voisins. Prenons un exemple précis 
emprunté a Fredericq : les bactériophages du groupe III, auquel 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 novembre 1954. 
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appartient T 6, et ceux du groupe I n’exercent qu’une action 
bactéricide sur la culture d’E. coli Co 270; mais on peut facile- 
ment les régénérer aux dépens d’autres échantillons d’F£. colt, en 
particulier la souche B de Delbriick. 

Les deux hypothéses d’une action bactériophagique étant 
écartées, il faut done admettre que l’effet inhibiteur signalé plus 
haut doit étre la conséquence de l’élaboration d’une substance 
antibiotique. 


ETUDE DE LA SUBSTANCE ELABOREE PAR « S. PARATYPHI ») B 53.395. 


Cette substance est thermolabile: elle est inactivée par un 
chauffage A 100° C pendant cing minutes, mais elle résiste 4 une 
température de 80° C maintenue pendant quarante minutes. Sa 
résistance A la chaleur dépend de la constitution du milieu de 
culture. Ainsi une préparation en bouillon s’avére moins labile 
qu’en eau peptonée. De méme, cette substance résiste dix minutes 
4 100° C lorsqu’elle est fixée sur un précipité obtenu lors de 
sa concentration par le (NH,),SO,. 

Elle est en effet précipitable par les sels neutres. Dans nos 
premiers essais, nous utilisions (NH,),SO, a4 saturation, mais 
toute l’activité antibiotique se trouve concentrée dans un préci- 
pité obtenu par une concentration de (NH,),SO, égale 4 45 p. 100 
de la concentration saturante du milieu. 

La précipitation par l’acide trichloracétique (concentration 
de 3 p. 100) a la température du laboratoire ne parait pas 
dénaturer cette substance. Aprés dialyse prolongée en sac de 
cellulose contre l’eau distillée 4 + 4° C, l’activité antibiotique 
persiste. 

Les enzymes protéolytiques inactivent rapidement la substance 
étudiée. — Papaine en milieu neutre a 75-80° C et trypsine 
a pH 9 et 4 50° C. 

Les quelques essais tentés & laide des protéases microbiennes 
(Proteus vulgaris et Pseudomonas pyocyanea) ont été négatifs. 
L’activité de la trypsine et de la pepsine et l’inactivité des 
protéases du Proteus, du B. putrificus et B. preiznocardi sur une 
colicine ont été récemment signalées par Depoux [7]. 

Des cultures de Sh. paradysenterix Y 6R ont été additionnées 
de diverses concentrations de l’antibiotique et des courbes de 
survie des germes ont été obtenues. Ces courbes démontrent que 
la substance envisagée posséde une structure particulaire puis- 
qu'il est possible d’obtenir, pour une concentration donnée, 
en réglant le temps de contact, des taux de survie intéressant une 
fraction importante de la population microbienne. D’autre part, 
les mémes courbes présenteraient dans leur portion initiale une 
allure exponentielle en coordonnées normales, ce qui donne a 
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penser que pour les faibles concentrations d’antibiotique, une 
seule « unité active » est responsable de la mort de la cellule 
(Cf. figs 1). 

Toutes ces constatations permettent d’affirmer que l’activité 
antibiotique de cette souche de S. paratyphi B est due a l’élabo- 
ration d’une substance dont les diverses propriétés la rapprochent 
des colicines décrites par Gratia [8] pour la premiére fois et 
qui ont fait l’objet d’études approfondies de la part de Fredericq. 
Ces substances sont létales pour certaines Entérobactériacées, 
notamment les cultures d’E. coli B et de Sh. paradysenterix Y6R. 


We 
' 

10-1} 
10 gttes. de colicine dans S5cm> 
ZO an 

10-2 25 « 
30» ye . ue 

103 

10-4 

24812 16 32 64 MINUTES a 
fic. 4. — Courbes de survie des bacilles paradysentériques Y6R sous l’action 


de différentes concentrations de la colicine BD. 


Elles sont de nature protéique, de structure particulaire et se 
distinguent des bactériophages par leur non transmissibilité. 
Elles sont élaborées par de nombreuses souches d’E. coli, 
quelques souches de _ bacilles dysentériques; elles ont été 
retrouvées dans les cultures de deux souches de S. typhimurium 
par Fredericq [9] et chez une culture de Ps. pyocyanea (pyocine 
de Jacob [40)). 

Nous proposons d’appeler la substance extraite de S. para- 
typhi B 58-395 la colicine B. D. 


PREPARATION DE CETTE SUBSTANCE. 


L’eau peptonée ne constitue pas un milieu favorable, le 
bouillon de macération suivie d’une digestion pepsique se montre 
meilleur. L’emploi d’un milieu semi-synthétique pour étudier 
influence des différents constituants sur la production de cette 
colicine démontre le role favorable d’un complexe d’acides 
aminés (hydrolysat de caséine + acides aminés complémentaires). 
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D&FINITION DU MILIEU EMPLOYE. 


Le milieu, & base de bouillon obtenu par macération de 
viande suivie d’hydrolyse pepsique, est enrichi artificiellement en 
acides aminés. Dans ce but, nous avons employé un _ produit 
commercial, le « Cashydrol » qui est constitué par un hydro- 
lysat enzymatique de lait entier contenant environ des. parties 
égales d’aminoacides, de polypeptides et d’hydrates de carbone 
directement assimilables. Nous avons complété cette solution 
de « Cashydrol » par différents acides aminés qui manquent ou 
sont peu abondants dans l’hydrolysat de caséine. 

La formule suivante a été adoptée généralement : 


Bouillon (macération et hydrolyse pepsique) ...... 700 cmé® 
Solution de ‘‘Cashydrol” 22p.100...... seers LOOKEMS 
Clycocolles Fy cere cet cetera attos re aees ee 0,20¢ 
WORN 5 pea ot Sucks wre GES 5 We 0,04 g 

Solution IIe ob bo So me OS ee eS 0,40¢g 
Cysteinei(Chl te) iss seme ence ee Ameria 0,20¢g 

SqueUse.. | Norlencitien<¢.a. uci sehen eat oe 0,07g 
OIC IAS ce ATK Oe ont 86 oS 6 oo SO Se 0,03¢g 

Solution NOMINEE ao oo eb SO ooo BO ee so 0,07g 
: WEAHTNOTNNES 5 Ag 6 Oo oe he oe ee 0,40 ¢ 
alealine:\('Garine oc 852 te eee Ge 0,07 g 


Stérilisation & 115° pendant 20 minutes. 


On ajoute alors 

Solution 4 2 p. 100 en eau distillée d’autolysat de levure, 
filtrée sur bougie Chamberland L3: 20 cm’. Les 800 cm? du 
milieu ensemencé sont agilés en fiole de Fourneau pendant 
plusieurs heures au bain-marie a 37°. Lorsque la croissance est 
terminée, la fiole est placée a l’étuve 4 87° pendant vingt- 
quatre heures. Aprés élimination des bactéries par centrifu- 
gation, le surnageant est additionné de (NH,),SO, jusqu’a concen- 
tration de 45 p. 100. On recueille le précipité par centrifugation 
et on obtient par épuisement a Taide de 10 cm® d’eau distillée une 
solution dont on assure la stérilité par chauffage a 70°C ou par 
traitement au chloroforme selon la technique de Fredericq [44]. 

La solution ainsi obtenue présente une activité antibiotique 
encore nelte sur une culture sensible, aprés dilution au 1/10 
alors que le surnageant, non concentré par le (NH,),SO,, exerce 
une activité tres faible ou nulle. 


RECHERCHE DE NOUVELLES CGOLICINES 
DANS L ESPECE « S. PARATYPHI B ». 


Nous avons recherché par action des suspensions et des 
surnageants de centrifugation, par concentration a J’aide 
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de (NH,),SO, de cultures dans le milieu complexe précilé, 
de nouvelles colicines chez une centaine de souches de 
S. paratyphi B, d'origine diverse et appartenant a tous les 
types et sous-types bactériophagiques actuellement connus ; 
nous avons essayé également, A miaintes reprises, d’induire la 
libération de colicine éventuelle parmi ces souches selon la 
technique de Jacob, Siminovitch et Wollman [42] qui utilisent 
une exposition au rayonnement ultraviolet de la culture agitée 
en couche mince. 

D’autre part, cette culture colicinogéne d’origine autrichienne 
appartenant au lysotype Dundee, nous nous sommes attaché 
particuligrement 4 l’étude approfondie de 25 cultures autri- 
chiennes appartenant a ce type. 

Toutes ces tentatives ont conduit a des résultats négatifs. La 
souche B 53-395 constitue actuellement le seul échantillon coli- 
cinogéne de bacilles paratyphiques B que nous ayons rencontré. 
Il ne semble pas que l’on puisse attribuer notre échec au manque 
de souches révélatrices ; les cultures d’E. coli B, de Sh. Y6R et 
divers Shigella que nous avons utilisées, ont été reconnues parti- 
culiérement sensibles aux colicines, comme Fredericq et nous- 
méme avons pu le constater avec de nombreuses colicines extraites 
de cultures d’E. coli. 

Il faut done admettre avec F[redericq, que les colicines sont 
rencontrées exceptionnellement chez les Salmonella ot la lyso- 
généité est au contraire extrémement fréquente [4, 2, 3, 13, 44]. 
En revanche, les colicines sont fréquemment rencontrées parm 
les colibacilles, alors que la lysogénéité y serait, d’aprés Fredericq, 
relativement rare. 

Fredericq [9], recherchant des colicines dans quelques cultures 
de S. parathyphi B, n’avait pu mettre en évidence une substance 
antibiotique, alors que deux souches de S. typhimurium parmi 
diverses Salmonella examinées, élaboraient la colicine I. 


GAMME D’ACTIVITE DE LA COLICINE BD. 


L’activité de la substance BD a été recherchée vis-a-vis des 
espéces suivantes 

S. paratyphi B. Contrairement a notre attente, 50 cultures 
récentes de cette espéce, d’origine diverse, appartenant aux 
différents types bactériophagiques, ont résisté 4 la colicine BD. 
Au contraire, la colicine BD exerce son activité sur des souches 
anciennes ou des cultures rendues artificiellement rough au 
moyen des antisérums correspondants. 

Cette constatation est valable pour les diverses espéces bac- 
tériennes voisines. En effet, il n’a pas été possible de démontrer 
une relation quelconque entre la résistance des cultures de cer- 
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tains E. coli a la colicine B et un état de prémunition attribuable 
’ la lysogénéité de ces cultures, car nous n’avons pas réussi 
4 extraire de ces colibacilles résistants des bactériophages don- 
nant une résistance croisée avec la colicine BD. 

Au contraire, les variants R de ces bacilles résistants se sont 
montrés généralement sensibles. Il faut donc admettre que 
la cause de cette résistance réside dans la présence d’antigénes 
de surface qui empéchent l’antibiotique de s’unir 4 son « récep- 
teur ». Toutefois, certains colibacilles de gastro-entérite sont sen- 
sibles aussi bien sous leur forme S que sous leur forme R. 

E. coli. — Les colibacilles se montrent particuliérement sen- 
sibles 4 la colicine BD, qu’il s’agisse d’agents saprophytes ou 
pathogénes. De nombreuses cultures d’E. coli de gastro-entérite 
infantile appartenant aux divers sérotypes et lysotypes actuelle- 
ment identifiés, ont été éprouvées : plus de Ja moitié des souches 
examinées ont été attaquées par l’antibiotique. Les zones d’inhi- 
bition différent par leur netteté et par leur étendue suivant les 
souches employées, méme pour des cultures d’un lysotype donné. 

Aucun colibacille du sérotype 26 : B6 n’a paru sensible a cette 
colicine. 

S. typhi. — Quarante-deux souches de bacille typhique Vit, 
appartenant aux différents sous-types A [45, 46], sont sensibles 
a la colicine BD. Leur degré de sensibilité généralement faible 
peut étre trés accentué, notamment pour les souches du _ sous- 
type Montréal et quelques cultures du sous-type Welshpool. 
Douze souches donnant a la lysotypie les schémas des types A, 
E,, G, M, N+D,, 29 et des cultures Vi non caractérisables 
(Vi dégradées) ont été éprouvées ; seule la souche N + D, et 
deux souches du type A se sont montrées réfractaires. La sensi- 
bilité des bacilles typhiques moins accentuée que pour les coli- 
bacilles semble plus étendue, quoique nous ayons rencontré 
quelques souches résistantes. 

Shigella. — La sensibilité de quelques souches de Sh. dysen- 
leriae a 6té recherchée. Cette espéce s’est avérée sensible a la 
colicine BD. 

« S. gallinarum » et « pullorum ». — Six cultures de chaque 
espéce ont résisté a l’action de l’antibiotique. 


TYPES BACTERIOPHAGIQUES ET CoLIcINE BD. 


Fredericq et Vandeweyer Deveen [47] ont constaté les premiers 
que les colicines B et C, agissant sur certaines cultures de 
S. paratyphi B, sélectionnaient des mutants présentant des modi- 
fications dans leur sensibilité aux bactériophages « adaptés » de 
Felix et Callow. Nous avons cherché si la colicine BD pouvait 
exercer une influence analogue. 
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Les mutants résistants 4 cette substance issus de quelques types 
fréquents d’E. coli de gastro-entérite infantile ont été lysotypés 
selon la méthode mise au point par Nicolle et coll. [48]. Jusqu’a 
présent, nous n’avons jamais pu observer de modification lyso- 
typique nette dans les schémas ainsi individualisés. 

Des essais comparables ont été entrepris avec quelques cultures 
de S. typhi et nous n’avons constaté aucune modification du type 
initial parmi les différents sous-types A que nous avons examinés. 


Nous n’avons malheureusement pas pu entreprendre, comme 
Fredericq, |’étude de influence de la colicine BD sur le type 
bactériophagique des cultures de S. paratyphi B, cette colicine 
ne manifestant son activité que sur la variante R non lysotypable 
par la méthode de Felix et Callow. 


RECHERCHE DE BACTERIOPHAGES 
DONNANT LA REACTION CROISEE AVEC LA COLICINE BD. 


Les recherches de Fredericq [49, 20] ont montré qu'il existe 
des réactions croisées entre colicines et bactériophages. La 
recherche de cette résistance croisée constitue d’ailleurs un des 
principaux tests sur lesquels s’appuie cet auteur pour répartir 
les colicines en différentes familles. Nous avons vu précédem- 
ment (p. 8) que nous avons recherché en vain des bactériophages 
de lysogénéité chez les colibacilles possédant cette propriété dans 
Vespoir d’expliquer par un phénoméne de prémunition la résis- 
tance de certaines souches 4a la colicine BD. 

Nos recherches se sont alors orientées vers les bactériophages 
de lysogénéité de S. paratyphi B dont nous avions effectué une 
étude compléte dans un précédent travail [24]. 

Nous avons utilisé la technique suivante 

Quelques cultures de S. paratyphi B extrémement sensibles 
aux phages de l’espéce sont traitées par le bactériophage de 
lysogénéité étudié. On isole 4 partir des cultures secondaires des 
colonies smooth. Les subcultures de ces colonies S en bouillon 
sont maintenues a 37° pendant plusieurs jours; de cette popu- 
lation de mutants résistants sont alors isolés des colonies R 
a lVaide du sérum anti-B. Ces colonies R_ provenant d’une 
colonie S résistante au bactériophage étudié sont alors éprouvées 
avec la colicine BD. L’activité antibiotique observée est com- 
parée a celle obtenue au moyen d’une culture témoin R, pro- 
venant d’une colonic S$ sensible a ce bactériophage. 

Dans aucun cas, les essais entrepris avec le matériel de lyso- 
généité des différents types de S. paratyphi B n’ont permis 
d’établir une parenté quelconque entre ces bactériophages et la 
colicine BD. 
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Les études répétées des bactériophages demi-déterminants pour 
le type Dundee, auquel appartient la culture colicinogéne, ont 
conduit au méme résultat, 

Les essais d’inhibition de l’activité létale de la substance par 
les sérums neutralisants correspondant aux phages du _ type 
Dundee sont restés négatifs. 

Nous pensions entreprendre la recherche inverse d’une neutra- 
lisation éventuelle de l’activité bactériophagique par un sérum 
neutralisant J’activité létale, mais la préparation de ce sérum 
n’a pu étre réalisée, Vinjection de l’extrait antibiotique stérile 
tuant rapidement les lapins, malgré les grandes dilutions 
utilisées. 

Ces résultats rejoignent ceux obtenus par les auteurs belges. 
Lors d’une étude d’une souche d’E. coli lysogéne et colicino- 
gene, Fredericg [22] a montré que la colicine et le bactériophage 
se distinguent par leur activité, leur sensibilité aux protéases et 
la spécificité des mutants résistants qu’ils sélectionnent. De méme, 
Beumer [23], étudiant le coliforme de Lisbonne, conclut que 
Paction lysogéne et l’action antibiotique de ce germe paraissent 
indépendantes l’une de l’autre. 

Malgré ces résultats négatifs, l'étude de cet important pro- 
bléme se poursuit. 


ETuDE DE LA SOUCHE B 53-395. 


La souche B 58-395 est constituée de bacilles paratyphiques B 
authentiques : ces bacilles Gram négatifs, mobiles, n/’utilisent 
pas le lactose, Purée, lindol, le glycérol, l’inositol, le d-tartrate 
de sodium et de potassium; ils font fermenter le glucose avec 
gaz, le mannitol, l’arabinose, le xylose, le dulcitol, le rhamnose, 
le citrate en milieu de Simmons; ils libérent des quantités 
importantes d’H,S. L’étude sérologique fournit la formule sui- 
vante : IV, V, b, 1, 2 (1). Elle donne le schéma lysotypique 
du type Dundee et élabore deux variétés de bactériophages lors- 
quelle se multiplie dans un milieu convenable. Le bactériophage 
primaire et le bactériophage secondaire sont chacun demi- 
déterminants pour ’appartenance au type Dundee, Ils sont induc- 
libles par le rayonnement ultraviolet, ce qui permet d’isoler 
facilement le bactériophage secondaire, particuli¢rement difficile 
i obtenir par les méthodes habituelles (filtration d’une culture 
sur bougie L3, cultures mixtes, etc.). Toutefois, l’induction de 
ces bactériophages est toujours moins importante que celle qui 
a ¢té obtenue par Lwoff et coll. [24] avec le matériel de lyso- 


(1) Nous remercions le D™ Le Minor qui a bien voulu effectuer la 
vérification de la constitution antigénique. 
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généité de B. megaterium ; nous n’avons réussi qu’a provoquer 
la lyse partielle de la culture, malgré de nombreux essais 
effectués dans des milieux de composition trés variée, notamment 
la formule de milieu levuré-caséiné employée par Lwoff et 
coll. [25}. L’induction n’intéresse done qu'une fraction limitée 
de la population irradiée et fournit généralement un rendement 
de 10000 4 50000 corpuscules par goutte. 

Les plages du bactériophage primaire, réguliérement arrondies, 
ont une dimension de 0,5 a 0,75 mm de diamétre environ. Au 
centre de ces plages se trouve un disque de culture secondaire 
continue, occupant environ le quart de l’aire lysée. Les bords 
de ces plages sont estompés. Les plages ne présentent pas de 
halo semi-lysé périphérique. Ce bactériophage n’agit que sur la 
variante S des cultures de bacilles paratyphiques B. 

Les plages du bactériophage secondaire se montrent beaucoup 
plus difficiles 4 oblenir par filtration d’une culture jeune sur 
bougie L3. Par contre, lirradiation U. V. d’une culture en milieu 
complexe (bouillon + ac. aminés + autolysat de levure), pendant 
deux a trois minutes suivie d’une incubation a 387° pendant deux 
heures, permet d’isoler facilement cette deuxiéme race de bacté- 
riophage de lysogénéité. 

‘Les plages qu'il forme dans une culture en nappe du type 1 
sont moins grandes que celles du phage primaire (0,3 4 0,4 mm 
de diamétre). Elles sont trés nettes, sans culture secondaire et 
présentent un aspect étoilé a la loupe binoculaire. Ce bactério- 
phage agit sur les variantes S et R d’une culture sensible de 
S. paratyphi B. 

Généralement |’étude d’une culture lysogéne et colicinogéne 
se heurte aux difficultés d’isolement de ces deux agents. En effet, 
les cultures sensibles 4 de nombreux bactériophages sont géné- 
ralement trés sensibles aux colicines, de sorte que la présence 
de bactériophages dans une culture risque d’étre masquée par 
Vaction létale de Vantibiotique. Au contraire, les propriétés 
lysogénes de la culture que nous étudions sont faciles a mettre 
en évidence. Nous disposons, en effet, de souches sensibles 
exclusivement soit a l’action des phages de lysogénéité, soit 
i Vaction de l’antibiotique. Les cultures de diverses Salmonella 
(S. pullorum, S. gallinarum, S. typhimurium, S. paratyphi B), 
sous la forme smooth, résistent a l’activité létale de la coli- 
cine BD et se montrent trés sensibles aux bactériophages consi- 
dérés. Les bacilles paradysentériques Y6R, la souche B d’E. coli, 
diverses Shigella, certaines cultures de S. typhi et de nombreux 
colibacilles de gastro-entérite sont attaqués par l’antibiotique, 
mais résistent aux bactériophages de lysogénéité de la culture 
colicinogéne. 
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Toutes les tentatives d’induction par les radiations ultra- 
violettes de la colicine BD ont donné des résultats peu signifi- 
catifs. Cette colicine parait légérement inductible, alors que 
différentes colicines trés diffusibles isolées de cultures d’E. coli 
de gastro-entérite infantile, se sont montrées faciles a induire. 


Cette colicine résiste parfaitement & une longue exposition au 


rayonnement U. V. (2537 A) en couche mince avec agitation ; 
cette propriété pourrait servir a stériliser les extraits dont l’acti- 
vité létale est retenue par les bougies Chamberland. 

Cette colicine parait se différencier des colicines décrites par 
les divers auteurs. Les mutants résistants 4 différentes colicines 
élaborées par divers colibacilles de gastro-entérite infantile, soat 
restés sensibles A la colicine BD; d’autre part, nous avons déja 
relaté les recherches trés étendues, mais restées vaines jusqu’a 
présent, de bactériophages tempérés donnant une résistance 
croisée avec notre colicine ; enfin, les mutants d’E. coli B résis- 
tants a la colicine BD sont encore sensibles aux phages virulents 
de la série T de Demerec et Fano, ainsi qu’au bactériophage C16. 

Les halos ou les placards d’inhibition obtenus avec cette sub- 
stance présentent des aspects trés divers : généralement les zones 
@ inhibition obtenues sur les Salmonella et certains E. coli (dont 
E. coli, souche B) sont diffuses, de nombreux mutants venant 
combler plus ou moins complétement la surface dénudée. Au 
contraire, les colibacilles de gastro-entérite infantile montrent 
souvent des auréoles et des placards trés nets, ainsi que les 
quelques Shigella dont nous nous sommes servi. En particulier, 
la souche paradysentérique Y6R permet de révéler une action 
létale totale et irréversible. 


Resume. 


Les bacilles de la souche B 53-395 de S. paratyphi B élaborent 
une substance antibiotique dont les diverses propriétés (action 
létale, nature protéique, structure particulaire, gamme d’activité 
Gtendue a plusieurs espéces de la famille des Entérobactériacées) 
la rapprochent des colicines. 

Malgré de nombreuses recherches, cette culture constitue le 
seul échantillon colicinogéne que nous ayons rencontré dans cette 
espéce jusqu’éa présent. 

Les filtrats de cette culture en bouillon ne présentent qu’une 
activité létale tres faible ; nous exposons une méthode de concen- 
tration qui fournit une préparation suffisamment active pour per- 
mettre l’étude de cette substance. 

Elle agit généralement sur les cultures d@’E. coli, saprophytes 
ou pathogénes, a l'exception du sérotype 26 : B6, sur les cultures 
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de S. typhi, sur diverses Shigella. Elle n’a aucune action sur jes 
cultures de S. gallinarum, S. pullorum, ni sur les cultures de 
S. paratyphi B. Au contraire, elle se montre trés active sur les 
variantes R des échantillons de ces différentes espéces, méme 
lorsque la variante S n’est pas sensible. 

La recherche de bactériophages donnant une réaction croisée 
avec cette colicine n’a pas abouti. En particulier, des recherches 
préliminaires n’ont pu établir, jusqu’é présent, une relation quel- 
conque de parenté entre la colicine et le matériel de lysogénéité 
des bacilles colicinogénes étudiés ici. Nous rappelons que ces 
hacilles appartenant au lysotype Dundee élaborent deux variétés 
de bactériophages respectivement semi-délterminants pour l’appar- 
tenance au type Dundee. 

L’étude de la lysogénéité de cette culture n’est pas entravée 
par sa propriété colicinogéne, ses bactériophages se développant 
sur des cultures réfractaires 4 la colicine et vice versa. 

Cette constatation confére un intérét particulier a la souche 
S. paratyphi B 53-395. Elle semble devoir faciliter les recherches 
futures sur les relations éventuelles entre les propriétés lyso- 
génes et les propriétés colicinogénes. 
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RECHERCHES 
SUR LE POUVOIR ANTI-COMPLEMENTAIRE 
DE L’EUGLOBULINE |, DE SANDOR 


par Rozsertr VARGUES et M"* Stmong LABROSSE (*) 


(Chaire de Bactériologie de la Faculté de Médecine d’Alger 
{professeur G. Faxranr].) 


On désigne sous le nom de « pouvoir anti-complémentaire » la 
propriété d’un sérum de s’opposer A l’action lytique de l’alexine 
sur des globules rouges sensibilisés. Ce pouvoir anti-complémen- 
taire a fait Pobjet d’études nombreuses en sérologie. I] se mani- 
feste surtout dans les réactions de fixation du complément du 
type réaction de Hecht, c’est-a-dire dans les réactions faites avec 
Valexine méme du sérum étudié (réactions au sang frais). Dans 
la plupart des cas, le pouvoir anti-complémentaire des sérums 
disparait par chauffage 4 56° pendant une demi-heure, il ne 
perturbe donc pas les réactions sérologiques classiques du type 
Bordet-Wassermann utilisant l’alexine de cobaye. 

Les recherches systématiques du pouvoir anti-complémentaire du 
sérum frais ont permis de retrouver cette propriété dans un certain 
nombre d’affections, en particulier dans le kala-azar, la maladie 
du sommeil, le myélome multiple, les cirrhoses du foie [4]. 

Récemment, Davis et ses collaborateurs [2] ont montré que les 
y-globulines obtenues a partir des sérums humains par sépara- 
tion électrophorétique sont anti-complémentaires a de fortes dilu- 
tions. Gutman et Williams [8] remarquent que le pouvoir anti- 
complémentaire est supporté par la fraction euglobulinique ; Je 
composant y-globulinique anti-complémentaire semble, selon ces 
auteurs, étre une y-globuline anormale. 

Or, en 1951, Sandor a décrit une globuline particuliére, anor- 
male, l’Euglobuline I, [4]. Cette protéine sérique est une globu- 
line peu soluble dans l’eau distillée, de point iso-électrique égal 
a 7,2; sa vitesse électrophorétique est celle d’une y-globuline 
lente. Enfin l’Euglobuline I, se retrouve précisément dans les 
mémes affections que le pouvoir anti-complémentaire [5]. 

Pour ces raisons, nous avons recherché le réle anti-complé- 
mentaire possible de |’Euglobuline I,. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 octobre 1954. 
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TECHNIQUES ET MATERIEL. 


DOSAGE DE L’ACTIVITE: ANTI-COMPLEMENTAIRE. — Le dosage néces- 
site la préparation des produits suivants : 

1° Le sérum ou la solution globulinique dont on veut doser le 
pouvoir anti-complémentaire. 

2° Des globules rouges de mouton ; nous avons employé des 
suspensions & 2 p. 100 (2 cm® de culot globulaire pour 100 cm* 
d’eau salée a 9 p. 1000). 

3° Du sérum hémolytique anti-mouton dilué au 1/200. 

4° De l’alexine de cobaye. 

Avec ces réactifs, on effectue d’abord le dosage du complément 
du jour selon les techniques classiques avec incubation de trente 
minutes a 37°. Pour le dosage de l’activité anti-complémentaire 
on utilise une dilution de complément telle que 0,5 cm*® de cette 
dilution contienne 2 unités alexiques. 

Le dosage du pouvoir anti-complémentaire se fait selon le 
tableau suivant : 


Numéro des tubes. ...... Témoin 1 2 3 4 5 
Sérum a étudier........ 0 au RUREE ORR. ae 533 
Eau physiologique ...... O25 034 70535 Oo Onto 

Alexine (2 unités)....... 0,552" 710);5:- 0552055090) oeeOLo: 
G. .Redemmouton 20 20 e 055). O5597055an0 ONO l So Oss 
Sérum hémolytique...... O555,7.0;5.02 50.059 B05 20n0 


Les tubes sont agités et portés pendant une demi-heure au 
bain-marie 4 87°. On ht alors les résultats de ’hémolyse. 


_ PREPARATION DE L’Eucrosutine I,. — L’Euglobuline I,, frac- 
tion globulinique insoluble dans l’eau distillée est préparée de 
deux maniéres, soit par dialyse contre une solution tampon, soit 
par dilution dans une solution tampon. 

Précipitation par dialyse. — Le sérum dont on veut extraire 
l’Euglobuline I,, placé dans des sacs de collodion, est mis a dia- 
lyser pendant vingt-quatre heures 4 + 4° contre une solution 
tampon de pH 7,5. On utilise le tampon universel de Britton et 
Robinson (acide phosphorique pur, 3,92 g; acide acétique pur, 
2,40 g; acide borique pur, 2,48 g; eau distillée, 1000 cm’). Au 
moment de l’emploi, ce tampon est dilué au 1/8 dans l’eau dis- 
lillée et additionné de soude N/20 : 


Solution tampon de Britton-Robinson .........., 400 cms 
Baw distitles,; .: skier eee eee: eee: ae eas, Ce 700 cm3 
SOud6:N/ 2035: so cys acces teem sae cae ee ere er ae 220 cm3 


Cette solution est diluée A nouveau au quart avec de l’eau dis- 
tillée. Le pH final est de 7,5. Aprés vingt-quatre heures de dia- 
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lyse, on sépare par centrifugation le précipité d’Euglobuline I, 
qui s’est formé dans le fond des sacs de collodion. 

Précipitation par dilution. — Cette précipitation s’effectue 
dans de grandes éprouvettes de 1000 cm*, dans lesquelles on 
place 600 cm* de la solution tampon précédente. On ajoute 30 cm? 
de sérum. ‘Les éprouveltes sont portées A + 4° pendant seize 
heures. On décante ensuite par aspiration du liquide surnageant 
le précipité. Celui-ci est enfin recueilli par centrifugation. 

La mise en solution des précipités formés dans les deux 
méthodes se fait avec de l’eau physiologique bicarbonatéec 
a 1 p. 1000. La dissolution est facilitée par chauffage au bain- 
marie 4 87°. 


PREPARATION DE SERUMS PRIVES D’EuGLopuLine I,. — Pour 
rechercher si l’Euglobuline I, est le support du pouvoir anti- 
complémentaire, il est nécessaire de pouvoir enlever cette pro- 
téine sans modifier les caractéres du sérum. Dans ce but nous 
précipitons |’Euglobuline I, par dialyse dans des sacs en collo- 
dion, comme il est dit plus haut. Cependant, quelques précau- 
tions doivent étre prises pour éviter que le liquide de dialyse ne 
dilue Je dialysat par endosmose ; pour pallier cet inconvénient, 
on utilise la technique décrite par Sandor de dialyse sous pres- 
sion ; le tube qui supporte le sac de dialyse est bouché a l'aide 
d’un bouchon de caoutchouc perforé ; dans la perforation passe 
la branche inférieure d’un tube manomeétrique ; une petite quan- 
tité de mercure suffit & maintenir une pression suffisante pour 
éviter une dilution trop importante du sérum. Apres dialyse, ie 
sérum est débarrassé du précipité euglobulinique par centrifu- 
gation et ramené a l’isotonie par addition d’eau hypersalée 
4 10 p. 100. 


Dosace ve L’Eucrosutine I,. — Le taux d’Euglobuline I, d’un 
sérum est déterminé ainsi: la quantité d’Euglobuline I, préci- 
pitée a partir d’un volume connu de sérum est dosée colorimé- 
triquement par la méthode du biuret et rapportée au litre de 
sérum. 


MATERIEL D’ETUDE. — Sérums animaux. — Nous avons utilisé 
du sérum de cheval hyperimmunisé contre la peste. Ce sérum 
est préparé a l'Institut Pasteur par inoculation intraveineuse de 
culture de Pasteurella pestis ; de tels sérums contiennent de 
10 a 12 g d’Euglobuline I, par litre. Nous avons aussi utilisé 
deux sérums de chiens atteints de kala-azar; ces sérums nous 
ont été fournis par l'Institut Pasteur d’Algérie. 

Sérums humains. — Ce sont des sérums de sujets atteints de 
cirrhose du foie, de splénomégalie chronique, de paludisme, de 
maladie du sommeil. 
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. ’ E 
PouvoIR ANTI-COMPLEMENTAIRE DES SOLUTIONS D’ EUGLOBULINE 1. 


La détermination du pouvoir anti-complémentaire a été faite 
avec des solutions d’Euglobuline I, provenant des sérums de 
cheval, de chien et d’>homme. 

1° L’Euglobuline I, du sérum de cheval anli-pesteux. — Nous 
avons utilisé une solution contenant 58 g de cette protéine par 
litre. Avec une telle concentration, l’hémolyse est inhibée dans 
les 5 tubes de réaction. I] faut diluer au 1/5 la solution pour que 
cesse ]’effet anti-complémentaire dans les deux premiers tubes 
de réaction, tubes qui contiennent respectivement 0,1 et 0,2 cm* 
de cette solution d’Euglobuline I,. Par conséquent, dans les 
conditions expérimentales décrites, une quantité de 4,6 mg 
d’Euglobuline I, inhibe deux unités alexiques. 

2° L’Euglobuline I, du sérum de chien atteint de kala-azar. --- 
Des constatations analogues ont été faites avec une solution conte- 
nant 30 g d’Euglobuline I, par litre: diluée au 1/5, cette solu- 
tion inhibe l’hémolyse dans les quatre derniers tubes de réac- 
tion ; par conséquent, une quantité de 1,2 mg d’Euglobuline J, 
inhibe dans ce cas deux unités alexiques. 

3° L’Euglobuline I, des sérums humains. — Nous avons étudié 
le pouvoir anti-complémentaire de solutions d’Euglobuline TI, 
extraile de sérums de cirrhotiques et de paludéens. Nous avons 
trouvé dans ces cas un pouvoir anti-complémentaire net. Les 
chiffres suivants donnent la quantité d’Euglobuline J, inhibant 
deux unités alexiques : 


Sérum A 3,6 mg d’Euglobuline J, inhibent 2 unités alexiques 


Sérum B 2,4 mg a — Dy ee a 
Sérum C 3,2 mg — = Tin oe a4 
Sérum D 2,9 mg _ = oe ae 


Par conséquent, le pouvoir anti-complémentaire des solutions 
d’Eug)obuline I, est évident. Dans tous les cas on observe que la 
dose nécessaire pour inhiber deux unités alexiques est comprise 
entre 1 et 5 mg, 


RECHERCHE DU POUVOIR ANTI-COMPLEMENTAIRE 
DES SERUMS RICHES EN EuciLosutine I,. 


Les constatations faites avec les solutions d’Euglobuline I, se 
retrouvent avec les sérums qui ont fourni cette Euglobuline. 
L’activité anti-complémentaire de ces sérums est surtout impor- 
tante dans les sérums vieillis, puisque l’alexine propre des sérums 
ne s’ajoule pas aux deux unités alexiques fournies par le sérum 
de cobaye. 

Le sérum de cheval anti-pesteux inhibe deux unités alexiques 
4 la dose de 0,3 cm’ de sérum pur. 
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= 


Le sérum de chien atteint de kala-azar est fortement  anti- 
complémentaire, puisque 0,1 cm* de ce sérum inhibe encore les 
deux unités alexiques. 

Enfin, les sérums humains riches en Euglobuline I, ont des 
activités anti-complémentaires variées ; cette activité anti-complé- 
mentaire fait généralement défaut dans les sérums normaux. Les 
chiffres suivants illustrent cette constatation. 


< A UANTITE INHIBANT 4 
ee eee noe unilés Reta wen !'Euglobuline I, 
(en cm3) (en g) 
Ns ro" ovr Dermat 0,05 3 
Pee Oe RAB ORY Meee ee Ore PARC. 
Os, as Dome ce Manie Meher 0,3 1,5 
MG RAL Gyo. to poate yst f 0,1 1,4 
HYG. Sunita Gis cao phac 0,4 1,0 
tinh Sean niet GS ee 0,4 1,0 
gists oman OSS San 0,3 0,9 
ll A a Ia 0,4 0,8 


LE CHAUFFAGE DU SERUM A 56° 
FAIT DISPARAITRE EN MEME TEMPS LE POUVOIR ANTI-COMPLEMENTAIRE 
ET L’ EUGLOBULINE I,. 


Ces essais ont porté sur le sérum de cheval anti-pesteux. Ce 
sérum convient particuliérement bien, car il ne posséde par lui- 
méme aucun pouvoir alexique en raison de la durée de sa conser- 
vation a la glaciére. 

Le sérum a été chauffé au bain-marie pendant trente minutes, 
une heure, quatre heures et vingt-quatre heures. Aprés chaque. 
chauffage, une partie du sérum était prélevée pour doser d’une 
part activité anti-complémentaire et d’autre part la quantité 
d’Euglobuline précipitable & pH 7,5. Le tableau suivant indique 
les résultats des dosages : 


Sérum non chauffé . . 

Sérum chauffé 30 mn. . 
Sérum chaufféih.... 
Sérum chauffé4h.... 
Sérum chauffé 24h. . . 


POUVOIR ANTI-COMPLEMENTAIRE 
Témoin 0,1 0,2 0,3 
SP op ar SIF 0 0 0 0 
+++ +++ ++ + 0 0 
++i +++ +++ ++ 4+. 0 
+++ +++ +++ +++ ++ 0 
+++ +++ +4+ +4++ 444 + 


0,4 0,5 


TAUX DE. I, 
(en g) 


(Dans ce tableau. le degré d’hémolyse obtenu est indiqué par les croix : 
+++ = hémolyse totale; ++ hémolyse partielle; + — début d’hémolyse. 


On voit que le sérum non chauffé est fortement anti-complé- 
mentaire puisque deux unités alexiques sont inhibées par 0,1 cm® 
de sérum ; ce sérum non chauffé contient 8,3 g d’Euglobuline I,. 
A mesure que la durée du chauffage se prolonge, le pouvoir anti- 
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complémentaire diminue ; en méme temps, on constate que la 
quantité d’Euglobuline précipitable a pH 7,5 diminue [6]. Ce 
nest qu’aprés vingt-quatre heures de chauffage a 56° que le 
pouvoir anti-complémentaire disparait presque complétement ; 
a cette durée de chauffage correspond d’ailleurs une disparition 
presque complete de |’Euglobuline |. 

Cette expérience souligne l’importance du taux de l’Euglobu- 
line I, dans le degré d’anti-complémentarité d’un sérum. Elle 
montre encore la forme conventionnelle de la notion de chauffage 
4 56°: en effet, les modifications apportées par le chauffage ne 
sont pas brutales mais progressives. 


DISPARITION DE L’ACTIVITE ANTI-COMPLEMENTAIRE DES SERUMS 
APRES ELIMINATION DE L’ EUGLOBULINE [,. 


‘L’expérience a porté sur 4 sérums différents, riches en Euglo- 
buline I, et présentant un fort pouvoir anti-complémentaire. Les 
sérums ont été dialysés et privés de |’Euglobuline [,, puis le 
dosage de l’activité anti-complémentaire a été fait en méme temps 
sur le sérum privé de l’Euglobuline I,, sur la solution d’Euglo- 
buline I, et sur le sérum reconstitué en mélangeant les deux solu- 
tions précédentes. Pour simplifier les manipulations, une seule 
dose de 0,5 cm® a été utilisée. Le tableau suivant donne le schéma 
expérimental et les résultats de Vhémolyse : 


SERUM PRIVE DE. I; SoLUTIOND’E.I, SERUM RECONSTITUE 


Préparation a doser. . 0,5 0,5 0,5 
Sérum hémolytique. . 0,5 0,5 0,5 
Alexine (2 unités). .. 0,5 0,5 0,5 
Hématies @ 2 p. 100. . 0,5 0,5 0,5 
Sévamul. fs 0 een’ 4+ 0 0 
Sérum ol lean ee eae +4+ 0 + 
Serum tll se. 2! 4-4. + 0 
Gyro) INE, os Gb ee ++-+- 0 0 


. Par conséquent le pouvoir anti-complémentaire disparait si on 
supprime l’Euglobuline I, ; il se retrouve dans les solutions de 
cette Euglobuline ; il réapparait quand on reconstitue le sérum 
total. 


Discussion. 


Les différents dosages que nous avons pratiqués, l’analyse du 
pouvoir anti-complémentaire des solutions d’Euglobuline I, et 
des sérums modifiés par chauffage ou par dialyse montrent bien 
que I’Euglobuline I, posséde une forte activité anti-complémen- 
laire et que sa présence en quantité anormale détermine le pou- 
voir anti-complémentaire des sérums. 

Cependant, on ne peut conclure que 1’Euglobuline I, soit Ja 
condition nécessaire du pouvoir anti-complémentaire d’un sérum. 
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En effet, il faut rappeler que le pouvoir anti-complémentaire des 
sérums n’est pas toujours thermolabile ; il existe des sérums qui 
demeurent anti-complémentaires aprés chauffage prolongé ; dans 
ces cas l’Euglobuline I, ne peut étre la cause du pouvoir anti- 
complémentaire. Cependant, trés souvent nous avons observé que 
les sérums demeurant encore anti-complémentaires aprés chauf- 
fage a 56° pendant une demi-heure sont des sérums qui 
contiennent des quantités notables d’Euglobuline I,. 

D’un autre cété, l’Euglobuline I, n’est pas la cause suffisante 
pour qu’existe un pouvoir anti-complémentaire. En effet, non 
rarement, nous avons observé labsence de pouvoir anti-complé- 
mentaire avec des sérums cependant riches en Euglobuline I,. 
De plus, nous avons constaté, chez un méme sujet, des variations 
du pouvoir anti-complémentaire du sérum, variations non accom- 
pagnées d’une modification du taux sérique de |’Euglobuline I,. 
Enfin, dans quelques cas, au début de nos recherches, |’étude du 
pouvoir anti-complémentaire paraissait décevante : un méme 
sérum frais, riche en Euglobuline I,, tantot inhibait ’hémolyse, 
tantot restait sans action. Ces résultats contradictoires seront 
étudiés dans une communication ultérieure relative 4 action de 
’Euglobuline I, sur l’alexine propre des sérums frais. 


RESUME. 


L’étude du pouvoir anti-complémentaire de l’Euglobuline [, 
nous a montré les faits suivants : 

1° Les solutions d’Euglobuline I, sont fortement anti-complé- 
mentaires ; des doses de 1 45 mg d’Euglobuline I, inhibent l’acti- 
vité de deux unités alexiques. 

2° Les sérums riches en Euglobuline I, présentent un net 
pouvoir anti-complémentaire. 

3° Le pouvoir anti-complémentaire de tels sérums disparait si 
on détruit l’Euglobuline I, par chauffage du sérum a 56° ou si 
on extrait par dialyse cette euglobuline. 

Cependant, certaines observations indiquent que la présence 
d’Euglobuline I, ne peut expliquer dans tous les cas le pouvoir 
anti-complémentaire d’un sérum. 
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ETUDE DE LA BIOCHIMIE DE LA SPORULATION 
CHEZ BACILLUS MEGATERIUM 


1. — COMPOSITION DES SPORES OBTENUES PAR CARENCE 
DES DIFFERENTS SUBSTRATS CARBONES 


par Regina TINELLI. (*) 


(Institut Pasteur. 
Service des Fermentations {professeur Lemo1cne].) 


Le phénoméne de la sporulation, qui caractérise la famille des 
Bacillacées, se déroule a la fin de la période de multiplication 
des bacilles si aucun facteur ne vient entraver son mécanisme. 

La cytologie de ce phénoméne a été l’objet de nombreux et 
fructueux travaux (Knaysi (17, 49, 20, 24]). Par contre, la com- 
position des spores et les modifications biochimiques qui accom- 
pagnent leur formation sont peu connues. Les travaux de 
Dyrmont, 1886 [8], puis ceux de Virtanen et Pulkki, 1933 [36]. 
montrent que les spores et les cellules végétatives de B. mycoides 
ont les mémes teneurs en cendres, humidité et protéines. 
Friedman et Henry, 1937 [40], montrent par analyse cryosco- 
pique que l’eau contenue dans les spores est sous forme liée. 
Par analyse spectrochimique, Curran, Brunstetter et Myers, 
1948 [4], trouvent que les spores de 12 espéces de Bacillacées, 
dont B. megaterium, sont plus riches en calcium et en manga- 
nése, plus pauvres en potassium et en phosphore que les cellules 
végétatives dont elles dérivent. 

Keilin et Hartree, 1947 [46], trouvent que les spores de Bacillus 
subtilis contiennent de l’hématine servant de réserve pour la 
germination. 

Enfin, les récents travaux de Powell, 1953 [80], sur la germi- 
nation des spores de B. megaterium, ont révélé la présence de 
dipicolinate de calcium, dont la concentration atteint environ 
15 p. 100 du poids sec de la spore. L’excrétion de cette substance 
lors de la germination, corrélative de la perte de la thermo- 


(*) Société Francaise de Microbiologie séance du 4 novembre 1954. 
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résistance, serait, pour Powell, en faveur du réle du calcium 
dans la thermorésistance. 

De ces travaux sur la composition des spores, on peut conclure 
qu’il y a de minimes différences entre leur composition et celle 
des bacilles dont elles proviennent. Ces différences portant essen- 
tiellement sur l’état de Peau, les teneurs en calcium, manganese, 
potassium, phosphore et sur la présence du dipicolinate de 
calcium. 

C’est done a l'étude des réactions biochimiques qui accom- 
pagnent la sporulation et a celle de la composition des spores 
que nous avons essayé de contribuer. Nous avons choisi pour 
cela un bacille aérobie du sol, Bacillus megaterium, qui pousse 
tres bien en milieu minéral glucosé agité. Lors de la sporula- 
tion, les sporanges ne persistent pas. Sa composition chimique 
et les facteurs qui déterminent sa sporulation sont assez bien 
connus. 

Lemoigne, 1925-1946 [22], a montré l’existence d’un lipide du 
groupe des étholides, le lipide f-hydroxybutyrique, dont la 
teneur atteint en moyenne 30 p. 100 du poids sec. Aubert [2] 
gignale que 20 p. 100 environ du poids sec sont constitués par 
des polyosides. Ces auteurs ont remarqué que ces substances 
diminuaient au moment de apparition des spores incluses, mais 
sans préciser leur devenir. 

Grelet, 1951, [42], 1952 [13], montre que ce bacille sporule si 
le milieu de culture est épuisé en l'un des constituants suivants : 
glucose, nitrate, fer, soufre, zinc. Par contre, l’absence de 
potassium, de magnésium, de manganése inhibe la sporulation, 
la souche du bacille employé étant naturellement sporogéne [44]. 
Nous verrons que cette aptitude 4a sporuler peut étre détruite 
des souches de B. megaterium mises, apres certains traitements, 
dans les conditions de sporulation, demeurent asporogénes. 
L’étude du comportement d’une telle souche nous a permis de 
distinguer nettement certaines des réactions biochimiques lhées 
a la sporulation. 

Dans la plupart des travaux cités sur la sporulation, le facteur 
qui la provoque n’est jamais spécifié (c’est généralement par 
remise en suspension des bacilles dans de l'eau distillée). Nous 
avons alors cherché si différentes causes de sporulation citées 
par Grelet influencaient la composition des spores. On peut 
prévoir, en effet, que les spores formées par carence en un 
substrat contiennent quelques réserves de tous les autres substrats 
vis-a-vis desquels elles n’ont pas été carencées. Nous nous 
sommes attachée plus particuliérement a l'étude des spores 
formées par carence de glucose et de nitrate. 

L’étude de la composition des spores obtenues par carence 
de différents substrats carbonés fait l’objet du présent mémoire. 
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TECHNIQUES BACTERIOLOGIQUES. 


La souche de B. megaterium employée a été isolée d'une terre 
de Versailles, en 1950. Le milieu minéral est celui utilisé par 
Grelet [42]. Les bacilles sont récoltés pendant la phase de crois- 
sance, centrifugés et lavés a basse température. 

Pour obtenir des spores, nous avons d’abord utilisé la tech- 
nique habituelle : la sporulation s’effectue dans la culture agée. 
Mais ainsi, en plus des spores libres, il restait toujours dans 
le milieu des bacilles, plus ou moins lysés, des spores incluses, 
des granulations lipidiques. 

C’est par suite d’une aération devenue insuffisante que des 
bacilles s’autolysent, provoquant la formation de produits qui 
retardent la sporulation. Quant aux bacilles lysés nous avons 
montré qu’ils ne sporulent pas. 

Par cette méthode, il était donc impossible d’obtenir une spo- 
rulation totale et de savoir si les produits éventuellement apparus 
dans le milieu sont réellement formés pendant la sporulation. 

Nous avons donc remis des bacilles en suspension dans du 
milieu de culture, mais privé de glucose ou de nitrate. Cette 
méthode a donné de bons résultats. En examinant les conditions 
daération et de pH, nous sommes arrivée a la_ technique 
sulvante : 

Les bacilles cultivés sur milieu glucosé sont récoltés vers la 
fin de la phase de croissance. Aprés deux centrifugations 
et lavages, ils sont remis en suspension dans un volume rela- 
tivement beaucoup plus grand de milieu sans glucose ou sans 
nitrate et dont le pH est compris dans l’étroit intervalle 6-6,2. 
L’aération est faite par agitation ou insufflation d’air. 

Les spores incluses commencent 4 apparaitre six 4 sept heures 
aprés la remise en suspension. Aprés neuf A dix heures, tous 
les bacilles contiennent des spores incluses; et enfin, aprés 
quinze 4 dix-huit heures, le milieu ne contient que des spores 
libres qui seront facilement séparées par centrifugations. 

Par cette méthode, on est certain que les produits organiques, 
éventuellement trouvés dans le milieu, sont bien formés pendant 
la sporulation, aux dépens des bacilles eux-mémes. Les spores 
sont examinées soit a l'état frais, soit aprés coloration par la 
méthode de Moller {26} ou de Powell [29]. 


TECHNIQUES CHIMIQUES. 


1° Azote : microméthode de Kjeldahl. 


2° Lipide p-hydroxybutyrique : méthode de Lemoigne et 
Roukhelmann [23]. 
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3° Polyosides : par dosage des sucres réducteurs aprés hydro- 
lyse selon la technique décrite par Aubert [2]. Nous avons appliqué 
le méme principe a la recherche et au dosage des polyosides des 
spores. 

4° Sucres réducteurs : micro-méthode de Shaffer et Hartmann, 
modifiée par Somogyi [82]. 

5° Acides organiques : le milieu de culture est concentré a pH 
faiblement alcalin puis acidifié par l’acide phosphorique. On en 
fait deux parties sur lesquelles on dose : 

Les acides volatils par la méthode de Ducliux |{7]; 

Les acides fixes aprés épuisement a l’éther ; l’acide p-hydroxy- 
butyrique est dosé par la méthode de Greenberg et Lesler [44], 
acide lactique, par celle de Barker et Summerson [8]. 

6° Nitrates : méthode de Schloesing modifiée par Muntz [88]. 

7° Acides nucléiques : extraits selon la technique de Schneider, 
1945 [84]. L’acide ribonucléique est dosé selon la méthode de 
Allen et Brown dérivant de celle de Mejbaum {25}. L’acide 
désoxyribonucléique, selon celle de Dische, 1930 [6]. 

8° Dipicolinate de calcium : ce se] dérive de Vacide dipico- 
linique, il cristallise avec 2 H,O et contient 5,8 p. 100 d’N et 
16 p. 100 de Ca. II est extrait selon la méthode de Powell [80]. 


aN 
COOH agi COOH 
N 


La suspension de spores est broyée dans un appareil Mickle 
pendant quarante-cing minutes. Les spores sont ainsi totalement 
désagrégées. Le dipicolinate est extrait 4 l’eau chaude. Les pro- 
iéines sont éliminées par addition d’acide trichloracétique a 
10 p. 100. Aprés centrifugation A grande vitesse (Servall), Ja 
solution limpide obtenue est, aprés dilution convenable, examinée 
au spectrophotométre de Beckman, dans l’ultra-violet. La courbe 
d’absorption présente trois maximums 4 2 625, 2 700 et 2775 A. 
Le dosage se fait par comparaison avec la courbe d’absorption 
dune solution titrée de produit pur, aux deux longueurs 
d’onde 2700 et 2775 A. Par chromatographie sur papier, le dipi- 
colinate de calcium donne une tache visible dans |’U. V. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


Avant d’étudier la composition des spores par rapport a celle 
des bacilles, nous avons vérifié que ceux-ci, traités selon la 
méthode exposée précédemment, avaient la composition des 
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bacilles en croissance, puis, nous avons suivi les variations de 
cette composition pendant le temps qui précéde la sporulation. 

Dans toutes nos expériences, nous avons obtenu des résultats 
analogues 4a ceux exposés dans le tableau I. 

Ces résultats concordent bien avec ceux des analyses faites 
sur des microbes en croissance [2]. Mais on n’obtient de telles 
valeurs qu’en manipulant rapidement et a basse temperature 
afin d’éviter l’autolyse des bacilles. 


TaBLEAu J. 


EXPERIENCES N° : 
COMPOSANTS 


Lipide B-hydroxybutyrique. . . 28 


Polyosides 
Azote Kjeldahl : 6, 
Cendres.. . ote ee ue 40 


49 


4 


Les résullats sont exprimés en pour 100 de la matiére séche. 


Des que l’inanition carbonée se fait sentir, c’est-a-dire dés la 
remise en suspension des bacilles, le poids de matiére séche 
microbienne diminue : les réserves glucidiques et lipidiques dis- 
paraissent peu a peu pour devenir trés faibles, ou nulles, dans 
la spore, comme le montre le tableau II. 


TasLeau II. 


<2) 
x 
& Bo ee ; POLYOSIDE " 
ae . Ey e-hydroxybutyrique KJELDAHL ASPECT 
i> z sett microscopique 
FI =| 
< Absolu p- 100 | Absolu | p. 100 | Absolu | p. 100 
0. 450 139 34 81 48 279 6,2 | Beaux bacilles. 
3s 344 86 25 55 416 — —_ —_— 
bis 330 716 23 49,7 45 229 6,8 | Rarissimes 
spores incluses. 
eh ato OU) 54 18 _ — |Nombreuses 
spores incluses. 
1a 2t0 25 42 OES 9,4 4172 8,2 |Sporesincluses. 
Po off 20 4,5 | Traces 8,2 4,8 | 196 41,5 |Spores libres. 


ELL SE SS STS 


C’est la composition de la spore que nous allons maintenant 
étudier en détail. 
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= 
ComposIrTIon DES SPORES OBTENUES PAR CARENCE DE GLUCOSE. 


Nous n’avons pas étudié la composition en éléments minéraux 
déja connue {4}. Les dosages de lipide §-hydroxybutyrique, 
d’azote, de polyosides, ont été faits sur des spores recueillies 
vingt- quatre heures aprés leur apparition dans les bacilles. Les 
suspensions ne contenaient que des spores libres. 

Dans le tableau III figurent les résultats de plusieurs ana- 
lyses. 

TasLeau III. 


EXPERIENCES N° 


CONSTITUANTS 


Lipide 8- Dy dhexy butsyedue: 


Polyosides 
Azote Kjeldahl 
Cehdres 


Les résultats sont exprimés pour 100 mg de spores séches. 
Les substances extractibles a l’éther ne représentent que 1 pour 100 du poids sec. 


On voit done que le lipide p-hydroxybutyrique disparait tota- 
lement alors qu'il reste une faible quantité de polyoside. L’aug- 
mentation de la teneur en azote est considérable (11,5 p. 100 
contre 6 p. 100 dans les bacilles). 


1. — COMPOSITION DES POLYOSIDES DES SPORES. 


Bacillus megaterium  contient, d’aprés Aubert [2], deux 
polyosides : lun (18 p. 100) extractible a l’eau bouillante et 
formé de glucose et de galactose, autre (7 p. 100) extractible 
a la potasse 2 N et voisin des glycogénes d’origine animale et 
végétale [3 bis]. Ce sont ces polyosides qui diminuent au cours 
de la sporulation. Le dosage des sucres réducteurs, aprés hydro- 
lyse, montre qu'une faible fraction persiste dans la spore. Nous 
pouvons done employer le terme de « polyoside » de la spore 
bien que ne l’ayant pas isolé. 

a) Courbe dhydrolyse. — L’hydrolyse des suspensions de 
spores est faite en milieu sulfurique normal, en ampoules 
scellées, au bain-marie bouillant. Aprés défécation par l’hydrate 
de cadmium, les sucres réducteurs sont dosés par la méthode 
de Somogyi. 

La figure 1 permet de suivre Ja variation des sucres réducteurs 
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au cours de Vhydrolyse. Les résultats sont exprimés en glu- 
cose p. 100 du poids sec de la prise d’essai. 
Cette courbe a l’allure classique des courbes d’hydrolyse des 


% SUCRES REDUCTEURS FORMES 


4 5 6 7 
TEMPS EN HEURES 


Fig. 4. 


Fic. 2. 


polyosides. L’hydrolyse est terminée au bout de quatre heures. 
Au microscope, on ne voit qu’une sorte de bouillie, tras peu de 
spores ont résisté. 

b) Etude des constituants. — Deux méthodes étaient A envi- 
sager : la méthode classique, par formation des dérivés carac- 
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téristiques (osazones, acide saccharique et acide mucique) et la 
méthode moderne de chromatographic sur papier. Etant donnée 
la faible quantité de sucres réducteurs obtenus a partir des 
spores (env. 5 p. 100), nous avons employé uniquement la méthode 
chromatographique dont la technique fut mise au point, pour 
les sucres, par Partridge [28] et qui fut ensuite reprise par de 
nombreux auteurs [5]. 

Nous avons travaillé en chromatographie descendante a une 
dimension sur papier Whatman n° 1. Les solvants employés 
sont, soit du phénol saturé d’eau, soit le mélange n-butanol-acide 
acétique-eau ; le révélateur est le phtalate acide d’aniline qui 
fait apparaitre les pentoses en rouge et les aldohexoses en 
brun {27}. 

Préparation de la solution & chromatographier. — La suspen- 
sion obtenue aprés hydrolyse est neutralisée par du carbonate 
de baryum. Aprés centrifugation, on lave plusieurs fois le pré- 
cipité 4 Veau chaude. Le liquide surnageant, auquel on ajoute 
les eaux de lavage, est concentré sous vide, 4 température infé- 
rieure & 40°, jusqu’a ce que Ja teneur en sucres réducteurs soit 
au minimum 2 p. 100. 


Résuttar : Un essai dans le mélange phénol-eau a donné les 
résultats. suivants (fig. 2) : 
Les taches sont numérotées du bas vers le haut. 


I. — Témoins : galacturonate de baryum (1) ; 
galactose (8). 
IIf. — Témoins : galacturonate de baryum (1) ; 


glucose (2) ; 
galactose (8). 


V. — Témoins : glucose (2). 
IV. — Hydrolysat de bacilles, les taches sont celles des 
glucose ; 
galactose ; 
ribose. 
If. — Hydrolysat de spores : 4 taches, le retard de ces taches 


par rapport a celles des témoins est di aux 
sels contenus dans Vhydrolysat. 
La premiére tache a le méme R, que celle du galac- 
turonate de baryum. 
La deuxiéme tache a Je méme R, que celle du glucose. 
La troisiéme tache a le méme Ry, que celle du galac- 
tose. 
La quatriéme tache a le méme R, que celle du ribose. 
On voit donc que les spores contiennent les polyosides des 
bacilles formés de glucose et de galactose. Ce dernier ne se 
trouvant qu’a l'état de traces, c’est done seulement le polyoside 


220 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


du type glycogéne qui persiste dans la spore. Le ribose fait cer- 
tainement partie des acides nucléiques comme Aubert l’a montré 
dans le cas des bacilles [2]. Mais, en plus, les spores contiennent 
un acide uronique ayant méme R, que l’acide galacturonique. 
L’identification de cette tache a été complétée par les deux réac- 
tions suivantes : réduction du nitrate d’argent, coloration bleue 
avec la naphtorésorcine (sur le chromatogramme et aprés élution 
de la tache). Cet acide uronique fait peut-étre partie d’un 
polyoside différent de ceux précédemment décrits (polyoside de 
membrane, par exemple). 


IJ. — TENEUR EN ACIDES NUCLEIQUES. 


Les dosages ont été effectués sur des bacilles au moment de 
leur remise en suspension dans le milieu sans glucose, et sur les 
spores recueillies vingt-quatre heures aprés leur apparition 
dans les batonnets (elles ont été traitées immédiatement aprés 
leur récolte). 

Résultats (exprimés en pour 100 de la M.S.) : 


TasLeau IV. 


ACIDE RIBONUCLEIQUE ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE 
EXPERIENCE N° 
Bacilles Spores Bacilles Spores 
4 2,8 or _ us| 
2 3,41 2,9 Ae 4,4 
3 3,5 4,8 — — 
4 SW) 2,8 — 1,6 
5 — 3,3 ad at 
Moyenne.... 3,15 2H — 1,3 


Les résultats concernant lacide ribonucléique concordent, 
sauf le troisiéme. Hs montrent que le pourcentage diminue lége- 
rement, mais on ne peut guére comparer ces deux teneurs, car 
le constituant ribonucléique varie suivant l’état physiologique des 
bactéries. 
acide désoxyribonucléique 

acides nucléiques 
de 0,28 4 0,32. Pour les spores de B. subtilis, ce rapport 
égale 0,25 [24]. Il est donc du méme ordre de grandeur. 

Signalons que, en dosant les acides nucléiques au cours de 
la sporulation, nous avons trouvé que, deux a trois heures aprés 
la remise en suspension, la teneur de ces acides (en pour 100 de 


On trouve que le rapport varie 
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la M.S.) augmente, puis diminue, cela avant l’apparition des 
spores incluses (fig. 3). Dans deux expériences sur trois, nous 
avons constaté que la quantité d’acides nucléiques augmente 
non. seulement en valeur relative, mais encore en valeur absolue. 
Nous verrons qu’a la méme période les échanges respiratoires 
subissent une accélération d’une durée a peu prés égale. 

1 faut done penser qu’il y a une resynthése d’acide ribo- 
nucléique avant |’apparition des spores incluses. 

Ce résultat est A rapprocher de ceux tout récents de Perry 
et Foster, 1954 [9], montrant que chez B. mycoides, il y a resyn- 
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thése de matiéres protéiques avant l’apparition des spores 
incluses. Or, justement, il est admis que l’acide ribonucléique 
joue un rdle dans la synthése des protéines. 

Nous continuons ces recherches afin de voir si réellement il 
y a resynthése d’acides nucléiques pendant la phase qui précéde 
Vapparition des spores incluses. 


RECHERCHES COMPLEMENTAIRES. — Si l’on emploie le coeffi- 
cient classique de 6,25 pour calculer la concentration en pro- 
téines a partir de la teneur en azote, on trouve que les spores 
en contiennent 73 p. 100. 

Leur composition est donc : 


Polyoside......-+.-++--. 5 p. 100 
DeUpld@arey sa teated ome) Clerc) sti) 0 abs 
IPEOtGIN OS acca cils wttmes ah bees tienes i390 — 
CONUEOST en eats oe es. te 11.0 — 

SOitriisis i. 3 89 p. 100 


au lieu de 100 p! 400 
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Ce bilan accuse done un déficit, alors qu’avec les bacilles + 
est satisfaisant. 

Nous avons done recherché s’il existait des composés moins 
riches en azote que les protéines, ce qui eit permis l’emploi 
d’un coefficient supérieur A 6,25. Ivanovics, 1938 [45] signale la 
présence de polypeptide glutamique dans la capsule de B. mega- 
terium cultivé sur certains milieux. Dans les spores obtenues par 
pénurie de glucose, nous n’avons pu mettre en évidence d’une 
facon nette, la présence de ce composé. Powell, en 1953 [30, 34] 
constatait la présence de dipicolinate de calcium dans les exsudats 
de spores de B. megaterium. 

Nous avons alors été amenée 4 doser ce produit dans les spores 


05 


_ 


0,1 


255 260 265 270 275. 280 285 
«Mw 


Fic. 4. 


de ce bacille, obtenues par une carence déterminée, et A suivre sa 
concentration au cours de la sporulation. 


RECHERCHE ET DOSAGE DE DIPICOLINATE DE CALCIUM DANS LES 
spores. — La solution obtenue d’aprés la technique exposée 
page 215 est divisée en trois parties : 

i : er ee 

te Sur une faible partie, les protéines sont en partie éliminées 
par ébullition prolongée et par action de l’acide trichloracétique. 
Aprés dilution convenable, le liquide est examiné au spectrophoto- 
métre de Beckman ; il présente les trois bandes d’ absorption carac- 
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téristiques dont les maximums sont A 2625, 2700 et 2775 A (courbe I, 
fig. 4). 

2° Dans une autre partie, l’acide dipicolinique est précipité par 
le nitrate d’argent. Aprés élimination de l’argent par l’acide sulf- 
hydrique, la solution obtenue est neutralisée par l’eau de chaux. 
Sa courbe d’absorption dans 1’U. V. est identique a celle obtenue 
précédemment (courbe II, fig. 4). 

3° Enfin, la plus grande partie de la solution contenant le 
dipicolinate est concentrée. Le dipicolinate cristallise par refroi- 
dissement. I] est purifié par recristallisations dans l’eau. I se 
présente sous forme de fines aiguilles blanches dont la composition 
est la suivante : 


RESULTATS DE LA MICRO-ANALYSE RESULTATS THEORIQUES 
be p. 100 p. 100 
Geer 33,8 34,8 
Hee... de 2,6 2,9 
NG A nian 5,6 5,8 
(Oh ian EEO ADE 8 oe 45,2 46,6 


La courbe d’absorption dans !U. V. a Vallure de la courbe du 
produit pur. 

La courbe d’absorption obtenue a partir d’une suspension de 
10 mg de spores permet, par comparaison avec la courbe d’ab- 
sorption du produit pur, de doser le dipicolinate. Dans ces spores 
formées par carence de glucose, le dipicolinate représente 15 p. 100 
de leur poids sec, ce qui confirme les résultats de Powell [380}. 

Les bacilles ne contiennent pas de dipicolinate ; leur courbe 
d’absorption dans |’U. V. ne présente pas les trois maximums 
caractéristiques. 

Au cours de la sporulation, nous n’avons pu mettre en évidence 
le dipicolinate de Ca que lorsqu’il y avait un assez grand nombre 
de spores incluses formées. Ce produit n’apparaitrait done qu’avec 
les spores et probablement seulement dans les spores. 

Finalement, la composition des spores de B. megaterium 
obtenues par carence de glucose est la suivante : 


Ntotal lt. 7 p.L00:: EN P. 400 DU POIDS SEC 
N (dipicolinate de Ca) 0,87 —»> 15 dipicolinate. 
comprenant } N eatelage) (4). 10,83 —> 68 protéines. 


5 pelyopide: 

0 lipide 6-hydroxybu- 
tyrique. 

8 cendres(moins le Ca). 


96 


(1) Aprés avoir achevé ce travail, nous avons eu connaissance d’un 
Mémoire de Powell [35] montrant que les peptides non dialysables 
des spores de B. megaterium contiennent des acides g-e-diamino- 
pimélique, glutamique, de l’alanine, des dérivés acétylés de la gluco- 
samine et un sucre aminé non identifié, 
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La précision de ce bilan est maintenant du méme ordre que 
celui obtenu avec les bacilles. 


SPORULATION DE BacILLUS MEGATERIUM ) CULTIVE A L AIDE 
D UNE SOURCE DE CARBONE AUTRE QUE LE GLUCOSE. 


Les substrats employés sont les suivants : glycérol, aconitate 
d’ammonium, pyruvate de sodium, butane-diol. Le milieu minéral 
est toujours le méme, auquel on ajoute 5 a 10 p. 100 des substrats 
précédents, stérilisés par passage sur bougie de porcelaine. La 
sporulation est provoquée par épuisement du seul substrat car- 
boné dans le milieu de culture, ou par remise en suspension des 
bacilles, récoltés pendant la phase de croissance dans du milieu 
purement minéral comme nous l’avons déja décrit (p. 214). 

Les résultats sont résumés dans le tableau V. 


TaBLEAu V. 


Ay SE OS A OS a A ES AT ESE AE TITIES 


ACONITATE PYRUVATE : 
CONSTITUANT GLUCOSE Tl ed a acca GLYCEROL 
Lipide B-hydroxybu- 
CYTEQUe ats ee 0 traces traces 0 
POlyosidestan cen 5 4,6 4,2 4,5 
N Kjeldahl. . .. . 1A 41,5 4459 4A,5 
Cendres.. 5.02. 42 44 | “lil 


Toutes ces spores ont donc des compositions voisines. 
Le cas du butane-diol sera examiné ultérieurement. 


CoNCLUSIONS. 


Les travaux de Virtanen et Pulkki, 1933 [86], sur B. mycoides 
avaient montré, mais non d’une facon péremptoire, que les 
compositions des bacilles et des spores étaient assez semblables. 
Ici, chez B. megaterium, la composition des spores est nettement 
différente de celle des bacilles dont elles proviennent. Ces 
différences portent non seulement sur les éléments minéraux, 
comme l’ont montré Curran, Brunstetter et Myers, 1933 [4], 
mais aussi sur les constituants organiques. 

1° La spore produite par carence en glucose ne contient 
plus de lipide -hydroxybutyrique, tandis que le bacille en 
contient 30 p. 100. : 

2° Alors que le bacille contient 20 p. 100 de polyoside, la 
spore n’en contient que 5 p. 100 environ, celui-ci étant formé 
de glucose, de traces de galactose et d’un acide uronique. Ce 
dernier n’existant pas dans les bacilles. 
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3° La spore produite par carence en glucose contient 11,5 
a 12 p. 100 d’azote total, tandis que les bacilles n’en contiennent 
que 6 4 6,5 p. 100. 

La spore contient erviron 15 p. 100 de dipicolinate de calcium 
alors que le bacille n’en contient pas, la présence de ce sel n’étant 
mise en évidence que lorsque les spores incluses sont formées. 
Ainsi, la concentration en calcium dans les spores est envi- 
ron 3 p. 100, quantité relativement grande si on la compare Aa celle 
d’autres éléments : K, 0,7; P, 2; Mg, 0,8 [16]. L’hypothése sur 
existence d’une relation entre l’accumulation du calcium et la 
thermorésistance est ainsi renforcée. En effet, d’une part, Grelet, 
1951 [44], a montré que l’omission de calcium dans un milieu, 
bien que n’arrétant pas complétement la sporulation, provoque la 
formation de spores trés peu résistantes a la chaleur, et d’autre 
part, Powell 1953 [84] a montré que l’excrétion du dipicolinate de 
calcium, lors de Ja germination, coincidait avec la perte de la 
thermorésistance. 

4° Les spores obtenues par carences des différents substrats 
carbonés que nous avons essayés ont une composition analogue 
a celle des spores obtenues par carence de glucose. 
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GOMMUNICATIONS 


CLASSIFICATION SEROLOGIQUE DE 56 SOUCHES 
DE PASTEURELLA PSEUDOTUBERCULOSIS 
DONT 52 ISOLEES EN FRANCE 


par G. GIRARD et A. CHEVALIER. 


(Institut Pasteur, Service de la Peste.) 


On sait depuis les travaux de Arkwright (1927), de Schiitze (1932), 
de Kauffmann (1933) que Pasteurella pseudotuberculosis (bacille de 
Malassez et Vignal) posséde une constitution antigénique complexe. 
Elle comporte un antigéne flagellaire H thermolabile et un antigéne 
somatique subdivisé lui-méme en fractions S$ et R. Les antigénes H et 
R sont communs a toutes les souches tandis que l’antigéne S, haute- 
ment thermostable, est spécifique de types qui caractérisent des 
groupes, et peut-étre des souches individuelles. 

Schiitze distingue les groupes I, H, III. Kauffmann définit 5 types : 
IA, IB, ILA, IDB, Il. Un auteur suédois, Ernst Thal [4] a récem- 
ment repris cette étude sur 186 souches; il a confirmé dans leur 
ensemble les données des précédents auteurs concluant a l’existence 
des groupes I, II, III, mais leur en ajoute deux nouveaux, IV et V, 
qui ne comptent pour l’instant chacun qu’un seul exemplaire. D’autre 
part, Thal signale que les souches du type III ont un comportement 
immunologique particulier, et que c’est seulement parmi elles qu’on 
trouve des souches toxiques. Ce point de vue appelle des réserves ; nous 
ne le discuterons pas ici. 

Aucune recherche n’ayant été faite jusqu’&a présent en France pour 
classer les souches de P. pseudotuberculosis autochtone, nous avons 
comblé cette lacune en mettant A profit les travaux de Thal et en 
nous inspirant de sa technique de préparation des sérums agglutinants 
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spécifiques dont le principe essentiel consiste 4 injecter au lapin par 
voie endoveineuse des suspensions de cultures sur gélose chauffées 
pendant deux heures et demie a l’ébullition [41] (1). 

Les 52 souches francaises entretenues dans notre laboratoire furent 
isolées entre 1929 et 1954, par C. Truche pour les plus anciennes, et 
pour celles de la derniére décade par A. Urbain et J. Nouvel, M. Pié- 
chaud, H. Jacotot et A. Vallée, P. Goret. Nous en avons isolé de notre 
cété quelques-unes de liévres et de cobayes ; mentionnons enfin un lot 
de 21 souches en provenance de liévres examinés en 1954 au laboratoire 
central de recherches vétérinaires d’Alfort et dont nous sommes rede- 
vables & A. Lucas. Nous remercions nos collégues de leur grande 
obligeance. Nous disposions en outre de 4 souches étrangéres isolées 
chez l’*homme, 3 en Allemagne recues du D™ W. Knapp (2) et 1 aux 
US As 

Les opérations ont été effectuées sur lames, selon la suggestion de 
Thal: I goutte de suspension trés épaisse d’antigéne + I goutte de 
dilution de sérum a 1/20. La spécificité totale des sérums a rendu 
inutile la recherche des taux limites d’agglutination. Une lame témoin 
s’imposait naturellement pour s’assurer que les suspensions n’étaient 
pas autoagglutinables. 

Le tableau ci-dessous exprime nos constatations : 


Origine et classification de 56 souches 
de Pasteurella pseudotuberculosis. 


GROUPE SEROLOGIQUE 
ORIGINE ————— ee DORAS 


= DO DD AID D 


ot 
for) 


(1) dont 3 isolées en Allemagne et 1 aux U.S.A, la seule du groupe III. 


(1) Nous adressons nos vifs remerciements au Dt Ernst Thal pour son 
envoi des 5 souches types et d’un échantillon des 5 sérums correspondants 
qui nous ont permis de faire quelques essais préliminaires. 

(2) W. Knapp et W. Masshoff ont récemment rapporté la part prise par 
P. pseudotuberculosis dans l’étiologie de certaines adénopathies mésen- 
tériques [2]; l'un de nous a souligné Vintérét de ces recherches qui 
donnent a l’étude du bacille de Malassez et Vignal un regain d’actualité [3] 
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A titre de comparaison, voici comment Thal classe les 186 souches 
étudiées ‘par lui [4] et dont 119 ont été isolées en Suéde, 18 au Dane- 
mark, 18 en Allemagne, 15 en Hollande, 9 en Angleterre, 6 en Autriche 
et 1 en Suisse : 


(GECUD CGR MT seer pcre Aires Pn SRE ent a 126 
(GiRornyarcs Wllins Jemiee Seeesren erm names hy in eenee a Min Saar ae 44 
GROW CR Le prety Seay wid 2 Matec euelat hata aarsth POE 14 
GURONT OTRE Nm pene ae A eae ete Mae nn lay A ea bee 1 
LOUD? ONS a thane enact nea Ia SEG sal AS Ul 


De part et d’autre, le groupe I domine nettement. Il ressort aussi 
des constatations de Thal, que les nétres confirment, qu’il n’existe pas 
de spécificité d’espéce vis-a-vis de tel ou tel groupe puisque les types I 
et III ont été trouvés en France chez le liévre, les types I et II chez 
le serin, et que si nous avons 4 souches humaines du type I, celle qui 
provient des U.S.A. est du type III. Dans le tableau donné par 
Vauteur suédois, nous relevons que des liévres ont fourni des souches 
des groupes I, II et III ainsi que l’unique exemplaire des groupes IV 
et V ; de méme, les types I, II, HI ont été trouvés chez la dinde et le 
vison. 

En conclusion, nous sommes fondés a considérer que dans le cadre 
de Ja classification sérologique définie par Thal, les souches frangaises 
de Pasteurella pseudotuberculosis appartiennent en majorité au 
eroupe I qui domine incontestablement en Europe. 


BIBLIOGRAPHIE 


(4] E. Twat. Untersuchungen tiber « Pasteurella pseudotuberculosis », 
1 vol. 67 p. Lund. Berlingska Boktryckerist (1954). Résumé en 
anglais. 

[2] W. von Knarp et W. MassHorr. Deutsch. Med. Wschr., 1954, 79, 1266- 
ipa. 

[3] G. Girarv. La Presse Médicale, 1954, 62, 1176-1177. 


AU SUJET 
DE LA DISTINCTION ENTRE 8/F/D/BACTERIUM BIFIDUM 
ET LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS 


par A.-R. PREVOT et M. RAYNAUD 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


La présence dans les selles du nourrisson normal, surtout du nour- 
risson nourri au sein, d’une flore anaérobie particuliére constituée 
presque uniquement par Bifidibacterium bifidum est connue depuis les 
travaux de Tissier (1899). Cette découverte, qui a été confirmée par 
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de trés nombreux expérimentateurs, est périodiquement remise en 
question par la confusion taxonomique entre Bifidibacterium bifidum 
et Lactobacillus acidophilus. 

En particulier, Rodella, Weiss et Rettger, Pesch et Zoliner, Kilhe, 
Cruickshank ne distinguent pas ces deux germes, ce qui améne certains 
pédiatres 4 admettre que le germe trouvé par Tissier est identique 
4 Lactobacillus acidophilus. Pourtant, depuis les travaux de 1’école 
francaise et ceux d’Orla-Jensen et de Boventer, aucune confusion n’est 
possible entre ces deux germes comme le montre le tableau suivant : 


CARACTERES DIFFERENTIELS : 


Bifidibacterium bifidum. Lactobacillus acidophilus. 


Batonnets et formes ramifiées, bifides Batonnets droits, souvent filamenteux, 
avec renflements en massue, non renflés. 

Coloration fréquente en bandes avec Coloration uniforme. 
espaces clairs. 

Colonies porcelainées semi-sphériques Colonies plates, incolores. 
de 142mm a4centre coloré en jaune. 


Anaérobie strict. Anaérobie facultatif. 

Amidon non attaqué. Amidon attaqué au bout de quelques 
jours de culture. 

Nitrates non réduits. Nitrates réduits. 

Pas de catalase. Catalase-positive. 


Ces caractéres permettent de fixer A Bifidibacterium bifidum une 
place dans la classification, trés éloignée de celle occupée par Lacto- 
bacillus acidophilus. En effet, d’aprés les études de systématique de 
l'un de nous [4], Lactobacillus acidophilus Moro 1900 est une simple 
Eubactériale, ordre des Asporulales de la famille des Bacteriaceae, alors 
que Bifidibacterium bifidum est une Actinomycétale, ordre des Actino- 
bactériales, famille des Actinomycetaceae, dont le genre V, Bifidibac- 
terium Orla-Jensen, est extrémement voisin du genre IV, Actinobac- 
terium Hass, si voisin qu’on sera peut-étre amené un jour A consi- 
dérer Bifidibacterium comme un sous-genre d’Actinobacterium tant sa . 
morphologie indiscutable d’Actinomycétale est semblable A celle de ce 
dernier. 

En dehors des caractéres différentiels trés nets exposés dans le 
tableau ci-dessus, il en est un autre qui n’est pas négligeable. Bif. 
bifidum est avant tout l’héte obligatoire de l’intestin du nouveau-né 
normal allaité au sein. Les travaux trés récents de Raynaud et 
Digeon [2] l’ont montré une fois de plus; au contraire, le véritable 
Lactobacillus acidophilus est surtout Vhéte de lintestin du rat et 
quand certains auteurs étrangers prétendent l’isoler de l’intestin du 
nouveau-né humain normal, c’est qu’ils ont isolé en réalité et sans 
le savoir Bif. bifidum auquel, par erreur, ils donnent le nom de 
Lactobacillus acidophilus. Ce cas de confusion n’est d’ailleurs pas le 
seul qui sépare l’école francaise de systématique des écoles étrangéres, 
puisque nous voyons appeler couramment Cl. sordellii, anaérobie gan- 
gréneux trés pathogéne, doué d’une uréase puissante [3], du nom de 
Cl. bifermentans, non pathogéne et non uréasique, dont le polyoside 
est différent du polyoside de Cl. sordellii [4] ; Spherophorus funduli- 
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formis, agent des nécrobacilloses humaines du nom de Spherophorus 
necrophorus, agent des nécrobacilloses animales. 

Nous insistons une fois de plus pour que les bactéries ne soient plus 
confondues entre elles et prises les unes pour les autres ; une systé- 
matique saine se doit de respecter l’individualité des espéces, surtout 
lorsque les caractéres différentiels sont faciles A mettre en évidence, 
comme dans les cas mentionnés dans cette note. 
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RECHERCHES BIOCHIMIQUES 
SUR LES TREPONEMES ANAEROBIES 
|. — 7. COMANDONI, T. PHAGEDENIS, T. REFRINGENS et T. AMB GUA. 


par Micasr MOUREAU 
(avec la collaboration technique de N. ALADAME.) 


Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


Par leurs recherches biochimiques sur T. microdentium [4] A.-R. 
Prévot et R. Vinzent ont mis en évidence des caractéres nouveaux 
de cette espéce permettant de la déterminer plus exactement et de 
faire un diagnostic différentiel plus poussé avec les autres espéces de 
Tréponémes anaérobies. Sur le conseil de A.-R. Prévot, nous avons 
appliqué cette technique A quatre autres espéces dont la culture est 
plus difficile que celle de T. microdentium. Nous avons pu, en effet, 
réaliser avec T. phagedenis, T. refringens, T. comandoni et T. ambi- 
gua (1), des cultures liquides sur le milieu de Vinzent, suffisamment 
abondantes pour pouvoir établir leur type fermentaire. Le milieu étant 
obtenu par macération n’a pas une composition chimique définie [2] ; 
elle varie avec les lots utilisés. Nous avons donc réalisé pour chacune 
-des analyses chimiques au moins deux épreuves portant l’une sur le 
milieu stérile et l’autre sur le milieu aprés culture, chaque souche 
ayant été étudiée sur plusieurs lots différents de bouillon. Les Trépo- 
némes sont ensemencés en fioles d’environ 750 cm, placées de trois 
4% huit jours 4 37°C, puis centrifugées et le liquide surnageant sert 
x étude du métabolisme. 


(1) Les souches qui ont servi 4 ces recherches nous ont été données 
par le D? R. Vinzent, 4 qui nous exprimons ici toute notre gratitude. 
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I. — Treponema phagedenis. 


Produits résultant de la distillation : 


ALCALINE 


Milieu non ensemencé : 


lot M 42 (pH 7,6 . .| NHg3: 0,60 g/l |acidité volatile totale 0,25 g/l 
Milieu aprés culture de absence d’acide fixe. 
3 jours: (pH 7,2) . .|NH, : 4 g/ltraces|acidité volatile totale 4 g/l 
dindol SH. Duclaux : acide acétique et tra- 
ces dacide butyrique 


Ces quelques résultats appellent une remarque: les traces d’acide 
butyrique sont responsables de l’acidité volatile totale faible du milieu 
non ensemencé et l’acide acétique est le responsable de l’acidité totale 
cbtenue aprés culture. 

La quantité d’ammoniaque fournie par le germe est la différence des 
deux chiffres, c’est-a-dire 0,40 g/I. 

Le métabolisme de T. phagedenis ne semble pas trés actif, ce germe 
trouble en effet assez peu le milieu, bien qu’il soit relativement facile 
a cultiver dans les conditions habituelles d’anaérobiose. 


II. — Treponema comandoni. 


Produits résultant de la distillation : 


ALCALINE 


Milieu non ensemencé : 
lot Vz 42 (pH 7,8). .| NHg;: 0,40 g/l acidité volatile totale 0,25 g/l 


Milieu aprés culture de 

8 jours (pH 7,2). . .|/NH; : 1,30 g/l tra-jacidité volatile totale 4,30 g/l 

ces d’amines| Duclaux : acide acétique/propio- 

traces d’indol} nique et présence d'un acide 
SH, fixe : acide lactique. 


La quantité d’ammoniaque fournie par le germe est de 0,9 g/l. Le 
type fermentaire est acétique/propionique/lactique. G’est un type 
fréquemment trouvé par A.-R. Prévot et J. Taffanel [3] chez les 


anaérobies. 
Hil. — Treponema ambigua. 


Produits résultant de la distillation : 
La quantité d’ammoniaque est environ 0,60 g/l. 
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ALCALINE 


Milieu non ensemencé : 
lot Vz 8 (pH 7,7). ._.| NHg :.0,34 g/1 acidité volatile totale 0,30 g/l 


Milieu aprés culture de 
6 jours : (pH 7,2) . .|NH3: 0,95 g/l tra-jacidité volatile totale 1,10 g/l. 
ces damines| Duclaux: acide acétique et tra- 
ereaes dindol| ces d’acide butyrique. 
2 


IV. — Treponema refringens. 


Produits résultant de la distillation : 


ALCALINE 


Milieu non ensemencé : 


lot, Vz40\ (pH) 7,7)... | NH = 0,4 9/1 acidité volatile totale 0,30 g/l 
Milieu aprés culture de 

7 jours : (pH 7,4) . .|NH3 : 2 g/l indoljacidité volatile totale 1,50 g/l 
amines|/ Duclaux : acide acétique et tra- 
ces d’acidité iso-butyrique. 


Le métabolisme de T. refringens est ainsi tres actif : 1,6 g/l d’ammo- 
niaque et 1,2 g/l d’acidité volatile totale. S. Barban [4] a montré 
récemment que le Tréponéme de Reiter, qui est vraisemblablement 
identique 4 Treponema refringens, est capable de désaminer 5 acides 
aminés, ce qui explique cette grosse production d’ammoniaque. 

La production d’indo] est de trés loin supérieure a celle des autres 
Tréponémes. 


R&suM&é ET concLusions. — I. Treponema phagedenis est un ferment 
acétique, désaminant, désulfhydrilant, faiblement indologéne. 

II. Treponema comandoni est un ferment acéto-propionique lactique, 
trés fortement désaminant, désulfhydrilant, faiblement indologéne. 

Ill. Treponema ambigua est un ferment acétique, désaminant, désulf- 
hydrilant, faiblement indologéne. 

IV. Treponema refringens est un ferment acétique, fortement désa- 
minant, fortement indologéne, désulfhydrilant. 

La caractérisation de ces types fermentaires apporte donc des carac- 
téres spécifiques nouveaux sur chacune de ces espéces, permettant une 
détermination plus exacte. 
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STABILITE RELATIVE DU POUVOIR PATHOGENE 
DU VIRUS DU MYXOME INFECTIEUX 


par H. JACOTOT, A. VALLEE et B. VIRAT. 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale.) 


Nombreux sont les virus dont le pouvoir pathogéne est susceptible de 
varier au cours des passages expérimentaux ou au cours des épidémies 
et épizooties ; et leurs variations peuvent se faire dans le sens de l’atté- 
nuation comme dans celui de 1’exaltation, 1’une se concevant mal sans 
lautre. 

Le virus de Sanarelli présente, tout au contraire, une grande cons- 
tance dans ses effets et les modifications que l’on observe dans sa 
virulence, au sens large du mot, apparaissent comme accidentelles 
presque toujours et difficiles a fixer. C’est du moins ce qui se dégage 
de plusieurs observations faites par les expérimentateurs qui, depuis 
la fin du siécle dernier, se sont intéressés 4 la myxomatose. 

Ayant constaté que les « cotton tails », lapins sauvages d’Amérique 
du Nord, offraient & la myxomatose une grande résistance, sans toute- 
fois lui étre réfractaires, Shope effectue sur eux, par voie testiculaire, 
dix passages en série du virus de Sanarelli : la souche ne subit de ce 
fait aucune atténuation de virulence pour le lapin domestique [4]. 

Torres et Cardoso implantent des fragments de myxome dans 3a 
chambre antérieure de l’ceil de 43 cobayes. On sait que le cobaye est 
totalement réfractaire & la myxomatose. Les greffons survivent dans 
une proportion importante des cas, jusqu’au vingt et uniéme jour ; et 
Je virus y subsiste sans modification de ses propriétés [2]. 

Lorsqu’on inocule le virus de Sanarelli dans le testicule de lapins 
domestiques immunisés par injection préalable de virus du fibrome 
infectieux, il se multiplie dans la glande et l’on peut le transmettre 
en série par cette voie & des lapins immunisés sans qu’il cesse d’étre 
mortel pour le lapin domestique non vacciné (Shope [3]). 

Les observations que nous rapportons ici militent dans le méme sens. 

1° Virulence des lésions persistant chez un lapin myxomateuzx anté- 
rieurement vacciné, — Le lapin de garenne 649 a été vacciné le 6 mai 
1953 par injection sous-cutanée d’une suspension de virus OA de Shope. 
La réaction vaccinale se réduit A un peu d’infiltration du_ tissu 
conjonctif. Six jours aprés on éprouve l’animal ; pour cela, avec une 
aiguille d’histologie, on pique d’abord l’cedéme ano-génital d’un lapin 
de passage, puis la peau de la face interne de la cuisse du garenne ; 
un lapin témoin est inoculé de la méme maniére ; il contractera une 
myxomatose mortelle en quatorze jours. Le garenne fait une maladie 
nodulaire, atténuée, avec cependant un léger cedéme ano-génital le 
quinziéme jour. Le 16 juillet, deux mois aprés l’inoculation d’épreuve, 
on compte trente myxomes en divers points de Ja surface du corps 
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(paupiéres, oreilles, pattes, dos, queue, anus) ; les plus petits ont 
3 mm de diamétre, les plus gros 10 mm; sur le dos se trouve une 
tumeur plus volumineuse, bourgeonnante et suintante sous un revéte- 
ment croateux. L’état général est trés bon. On préléve alors un peu 
de sérosité de la lésion dorsale, on la dilue, additionne d’antibiotiques 
et inocule a un lapin ; cet animal mourra de myxomatose dix jours 
apres. 

Un mois aprés, l’aspect du garenne s’est peu modifié ; il est en bon 
état d’entretien mais porte autant de nodules ; les lésions crodteuses 
des pattes se détachent facilement, mettant A nu l’os sous-jacent. On 
y fait un nouveau prélévement de sérosité puis, en procédant comme 
précédemment, on inocule un lapin ; l’animal meurt de myxomatose 
treize jours aprés. 


Enfin, un mois aprés encore, c’est-d-dire quatre mois aprés 1]’inocu- 
Jation d’épreuve, on recueille de la sérosité sous des crotites des doigts, 
du jarret et du nez, et l’on inocule un lapin ; il contracte une myxo- 
matose mortelle en dix jours. Le garenne est toujours en bon état, 
mais il porte plusieurs plaies résultant du décollement de myxomes 
crotiteux ; elles s’infectent et l’animal finit par mourir. A ce moment 
on compte encore 26 lésions nodulaires ou crotiteuses, grosses comme 
des lentilles au moins, des féves au plus. Du pavillon de loreille, on 
détache une de ces lentilles ; on en fait une suspension et, par inocu- 
lation de dilutions successives au lapin, on établit que ce myxome, 
vieux de plus de quatre mois, contenait plus de 1000 corpuscules 
virulents au gramme ; les lapins inoculés avec les suspensions titrant 
10—?, 10-7, 10-—* meurent respectivement aprés huit, dix et treize 
jours. Par comparaison, & la méme époque le myxome prélevé sur un 
garenne mort de myxomatose naturelle dans les délais ordinaires s’est 
montré virulent jusqu’’ la dilution 10—° ; il tuait les lapins en douze 
et treize jours. 

2° Pouvoir pathogéne du virus recueilli dans la campagne francaise 
deux ans aprés le début de l’épizootie. — Nous avons examiné, en avril 
et juillet 1954, respectivement des lapins atteints de myxomatose natu- 
rellement contractée dans le Loiret et la Dordogne ; le premier de ces 
départements, proche de 1’Eure-et-Loir, a été contaminé dés l’été 1952, 
le second, assez éloigné, n’a été atteint que plus tard et pour y par- 
venir le contage a probablement accompli un cheminement tortueux. 
Ce qui est certain, c’est que lorsque nous les avons étudiées, les deux 
souches de virus avaient subi de nombreux passages naturels sur lapin 
sauvage ou domestique. 

Nous avons observé 4 lapins du Loiret naturellement atteints et, en 
mettant chacun d’eux dans la cage d’un Japin neuf, nous avons donné 
la maladie A 4 autres animaux. Chez tous ces lapins, la myxomatose 
s’est présentée sous sa forme classique, la succession des manifestations 
objectives se faisant en trois 4 quatre jours avec terminaison par !a 
mort. Il est A remarquer cependant, en ce qui concerne les animaux 
contaminés en cage, que si chez trois d’entre eux la période d’incuba- 
tion a été au maximum de sept, neuf et dix jours, délais normaux, 
chez le dernier elle a été de quatorze & quinze jours, ce qui s’observe 
assez rarement. 

Nous avons examiné, d’autre part, 5 lapins de la Dordogne ; chez 
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eux aussi les troubles ont été normalement caractérisés, mais si chez 
4 d’entre eux ils ont évolué en quatre jours, chez le cinquiéme ils 
ont persisté longtemps ; l’animal a vécu dix jours encore aprés que 
le tableau clinique complet fut établi. Enfin, un lapin neuf qui avail 
été mis en cohabitation, pendant un jour, avec l’un de ces animaux 
est mort de myxomatose dix jours aprés, 1’évolution des troubles s’étant 
faite en six jours. 

3° Pouvoir pathogéne du virus prélevé sur des liévres cliniquement 
réfractaires &@ la myxomatose. — Contrairement aux lapins du genre 
Oryctolagus, presque tous hautement réceptifs, les liévres sont presque 
tous réfractaires 4 la myxomatose. Nous avons étudié chez un certain 
nombre de ces animaux les suites de ]’inoculation du virus de Sana- 
relli [4]. Bien qu’aucun n’ait contracté la maladie, nous avons pu 
chez 5 d’entre eux retrouver le virus au point d’inoculation dans des 
délais allant de neuf 4 quinze jours. Les souches ainsi isolées ont été 
inoculées 4 des lapins qui tous ont contracté une myxomatose typique, 
sans caractéres aberrants. Apparemment le séjour du virus dans les 
tissus du liévre ne l’avait modifié en rien. 

Déductions et commentaires. — Les constatations que nous avons 
faites confirment pleinement celles de nos prédécesseurs ; il s’en dégage 
que, sans étre absolue, la stabilité des propriétés pathogénes du virus 
de Sanarelli est trés grande; qu’elles tiennent & des circonstances 
naturelles ou résultent d’artifices expérimentaux, les modifications 
apportées aux conditions d’existence de ce virus sont, d’une maniére 
générale, de peu d’influence sur son activité et les variations qu’elles 
lui impriment sont fugaces. En d’autres termes, il échappe A peu prés 
totalement aux facteurs ordinaires d’atténuation. Et l’on s’explique 
ainsi que la mortalité parmi les Oryctiolagus reste si forte (presque de 
100 p. 100). 

Il est vrai que plusieurs souches de virulence amoindrie ont été 
recueillies en Australie sur des lapins et sur des moustiques ; la 
maladie qu’elles déterminent a une évolution prolongée dans de nom- 
breux cas et elle se termine par la guérison moins rarement que la 
myxomatose classique. Mais il nous parait improbable que ces modi- 
fications héréditaires résultent d’un affaiblissement du virus, 4 propre- 
ment parler; elles s’expliqueraient mieux, croyons-nous, par un 
phénoméne de mutation. 

Conclusion, — Les constatations rapportées dans cette note illustrent 
la constance du pouvoir pathogéne du virus de Sanarelli; elles se 
résument ainsi : 

1° Un lapin de garenne inoculé de myxomatose aprés vaccination fait 
une maladie nodulaire tenace, sans autres symptdmes et sans altération 
de l’état général ; deux, trois et quatre mois aprés, la sérosité recueillie 
sur les lésions donne chaque fois au lapin neuf, par inoculation, une 
myxomatose typique mortelle. 

2° Des souches de virus recueillies dans la campagne francaise deux 
ens aprés le début de l’épizootie se révélent douées du méme pouvoir 
pathogéne que le virus originel. 

3° Le virus isolé des tissus de liévres inoculés expérimentalement, 
mais réfractaires 4 la maladie, déclenche chez le lapin des manifes- 
tations de méme nature et de méme gravité que le virus issu de lapin. 
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LES PLEUROPNEUMONIALES 
TAXONOMIE DES PLEURQPNEUMONIA LIKE ORGANISMS 
ET DES FORMES L 


par R. TULASNE et J. BRISOU 


(Université de Strasbourg. 
Chaire de Biologie Bactérienne, Faculté de Médecine.) 


Entre les bactéries et les virus il y a place pour un trés grand 
nombre de formes de passage, dont certaines sont maintenant bien 
classées et individualisées. 

Depuis quelques années la microbiologie prend en considération des 
étres microscopiques filtrables, mais qui a4 l’inverse des Rickettsiales 
ei des Virales cultivent encore sur des milieux non vivants. Ce ne sont 
plus des bactéries ; ils n’appartiennent pas plus a l’ordre des Rickett- 
siales qu’a celui des Virales. 

Le premier de ces microorganismes fut décrit par Nocard et Roux [2] 
en 1898 au cours de leurs études sur la péripneumonie des bovidés, 
aussi les a-t-on groupés sous le vocable de « Pleuro-Pneumonia-Like 
Organisms », dont on ne conserve plus maintenant que les initiales 
assez mal sonnantes: P. P. L. O. 

Ces appellations n’étant absolument pas conformes aux régles de la 
nomenclature, nous proposons la création d’un ordre nouveau : celui 
des Pleuropneumoniales, qui rassemblera toutes les espéces décrites 
jusqu’ici et provisoirement classées dans la famille des Borrelomyce- 
taceae (Turner, 1935), des Parasitaceae (Sabin, 1941) et le genre Astero- 
coccus [4]. 

Le terme de Pleuropneumoniales rappellera l’origine du prototype. 
Dans cet ordre on admettra une seule famille : Pleuropneumoniaceae, 
un genre unique : Pleuropneumonia. 


D&rinition. — Microorganismes de structure polymorphe, en anneaux, 
globules, trés petits corpuscules filtrables dont la taille oscille entre 
125 et 250 millimicrons, cultivant sur les milieux artificiels en donnant 
des microcolonies caractéristiques de 10 A 600 microns. Ces formes sont 
fixées. Elles ne peuvent se transformer en bactéries normales. On 
n’assiste pas davantage A leur naissance 4 partir de bactéries. 

Espéce type : Pleuropneumonia bovis. 
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Autres espéces : Pl. capri, Pl. agalactiae, Pl. bovigenitalis, Pl. canis 
avec plusieurs types), Pl, muris, Pl. arthritidis muris, Pl. cerebri- 
muris (2 types), Pl. aviae, Pl. hominis (sans doute plusieurs types 
devront-ils étre envisagés), Pl. chamaeleonis. 

Bactepneumoniales. — Pres des Pleuropneumoniales il devient néces- 
saire de réserver une place ow l’on classera des formes trés petites de 
bactéries, naines, filtrables, connues maintenant sous le nom de formes 
« L », particuligrement étudiées par M'° Klieneberger-Nobel [3], Dienes 
et Edsall [4] et autres collaborateurs [5], Laidlaw et Elford [6], Tulasne 
et ses collaborateurs [7, 8], Moustardier, J. Brisou et Perrey, etc. [9, 40]. 
Ces formes naines réalisent de véritables traits d’union entre les bac- 
téries normales et les Pleuropneumoniales. On assiste & leur naissance, 
on peut méme, dans certains cas, la provoquer. Certaines espéces se 
fixent sous cet aspect nain filtrable, d’autres sont réversibles et peuvent 
redonner des formes bactériennes normales. 

L’école anglaise, avec Me Klieneberger-Nobel et Edward, reste dua- 
liste et sépare nettement les Pleuropneumoniales et les formes L. 
L’école francaise, avec R. Tulasne, admet que l’on passe insensible- 
ment des formes bactériennes aux formes L réversibles, puis aux 
formes L fixées et finalement aux Pleuropneumoniales, sans qu’il soit 
possible de montrer un hiatus entre ces passages. Pour l’école fran- 
caise, les Pleuropneumoniales et les formes L auraient une origine 
commune. On ne peut démontrer que les Pleuropneumoniales fixées 
ne puissent pas avoir une origine bactérienne. 

Pour les formes L que l’on voit naitre ou que l’on voit plus rarement 
retourner a 1]’état bactérien, nous proposons Je terme de Bactepneumo- 
niales qui formeraient un groupe hors taxonomie ou entreraient les 
formes L dont la filiation avec une bactérie aura pu étre suivie ou 
pourra encore étre démontrée par des épreuves biochimiques ou séro- 
logiques. 

Définition. — Les Bactepneumoniales sont les formes L des bac- 
téries, soit stables, soit instables. Ces formes ne présentent plus la 
structure bactérienne habituelle, mais des images polymorphes en 
anneaux, globules, filaments, granules filtrables de 175 & 200 milli- 
microns. Elles sont capables de cultiver sur les milieux artificiels et 
donnent sur les milieux solides des colonies ressemblant 4 des colonies 
de Pleuropneumoniales, Les unes, colonies A, ont une taille de 10 
i 600 microns, les autres, colonies B, peuvent atteindre des dimensions 
plus grandes. On fera entrer dans ce sous-ordre toutes les Pleuro- 
pneumoniales dont la filiation avec une bactérie normale peut étre 
affirmée biochimiquement ou sérologiquement. 

Il faut savoir que si les formes courtes de bactéries encore bien 
visibles au microscope, non filtrables, ont conservé les caractéres bio- 
chimiques et sérologiques des formes normales [7], il n’en va pas 
toujours de méme pour les formes filtrables que nous appelons main- 
tenant Bactepneumoniales. 

L’un de nous [44] a précisé l’apparition de modification antigé- 
niques importantes chez certaines formes L. On observe surtout une 
diminution de la teneur en antigéne O. 

A ce groupe on reconnaitra une seule dénomination : Bactepneu- 
monia. Ce terme souligne qu’il s’agit de formes proches des Pleuro- 
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pneumoniales, mais d’origine bactérienne. Espéce type: Bactepneu- 
monia moniliformis issue d’Haverhilia moniliformis (Klieneberger- 
Nobel). 

Les autres espéces sont multiples. Il suffit, pour les dénommer, de 
faire suivre le terme Bactepneumonia de Vespéce bactérienne origi- 
nelle. On pourra ainsi parler de Bactepneumonia proteus, Bp. gonor- 
rheae, Bp. escherichiae, et des variétés telles que Bp. salmonella, var. 
typhi, ou var. paratyphosus A, B ou C, etc., Bp. proteus, var. mirabilis 
ou vulgaris, etc., suivant l’espéce ou variété qui aura donné naissance 
a la forme L considérée. 

Cette maniére de voir concilie, nous semble-t-il, les deux théses 
dualiste et uniciste dont nous avons parlé au début. 

Conclusion. — Nous proposons de classer les microorganismes connus 
sous le terme de « Pleuropneumonia-Like-Organisms » (PPLO) dans un 
ordre nouveau, celui des Pleuropneumoniales, dont le terme rappelle 
la dénomination primitivement adoptée, et l’origine du prototype. 

Dans un groupe voisin hors taxonomie, on groupera les formes L 
de bactéries qui ne sont pas sans parfois ressembler aux Pleuropneu- 
moniales, Le terme Bactepneumoniales adopté pour ce groupe morpho- 
logique rappellera l’origine bactérienne récente de ces formes L. 
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ACTION DES SUBSTANCES COLORANTES 
SUR LES MYCOBACTERIES. 
Ill. COLORANTS BASIQUES (suite) 


INFLUENCE DU LAVAGE PREALABLE 
AVEC DIFFERENTS SOLVANTS DES LIPIDES 


par Jean DESBORDES, Er. FOURNIER et Denise ALIX (*). 


(Centre Emile-Roux, Brévannes. Service de Phtisiologie [D™ Parar].) 


Dans un précédent travail [4] nous avons montré que les colorants 
basiques étaient fixés d’autant plus rapidement sur les Mycobactéries 
que le colorant était employé en solution diluée, en milieu alcalin et 
que le germe était plus virulent. 

Nous avons cherché & savoir si un lavage préalable des germes pou- 
vait faire varier cette possibilité d’adsorption. 

Déji Dubos [3] avait insisté sur le fait que la réaction, dite du 
rouge neutre, devait étre faite aprés lavage préalable a l’alcool 
méthylique. Nous-mémes avons montré que la réaction métachroma- 
tique au bleu de Nil se produisait aprés lavage a l’alcool méthylique [2]. 

Nous avons donc mis en contact divers colorants basiques : 

Violet de méthyl, 

Bleu de Nil, 

Rouge neutre, 
avec des Mycobactéries différentes : 

Mycobacterium tuberculosis H87 Rv, 

Mycobacterium tuberculosis Brévannes, 

Mycobacterium tuberculosis Boyer (souche personnelle), 

BCG, 

Mycobacterium minetti, 

Mycobacterium phlei. 

Nous avons préparé des émulsions de ces germes aprés leur avoir fait 
subir des lavages avec différents solvants a froid : 

le Lavage a l’eau (témoin) ; 

2° Lavage a l’alcool méthylique ; 

38° Lavage A lalcool méthylique + éther, aa ; 

4° Lavage a l’alcool méthylique + acétone, aa ; 

5° Acétone. 

Ces lavages étaient obtenus en mettant en contact le contenu de 2 ou 
3 dses de platine dans le solvant, pendant dix minutes, en agitant de 
temps en temps. On centrifuge ensuite. 

Les résultats des trois colorants sont superposables ; nous ne rap- 
portons ici que les résultats du « bleu de Nil ». 


(*) Travail subventionné par I’Il. N. H. (Professeur Bugnard) et la Caisse 
Nationale de Sécurité Sociale. 
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Le culot est coloré par le bleu de Nil & pH 11 dans les conditions 
décrites antérieurement [2]. 

Les résultats sont relevés dans le tableau I. On voit nettement que : 

1° L’influence du lavage est prépondérante dans la réaction de méta- 
chromasie du bleu de Nil (comme du rouge neutre). Nous avons obtenu 
des résultats identiques avec le rouge neutre employé selon la tech- 
nique de Dubos et Middlebrook [3]. 

2° Plus l’action du solvant est énergique, plus certaine est la réac- 
tion. On obtient, en particulier avec l’alcool-méthyl-éther, des teintes 
d’un bleu cru, jamais atteintes avec le simple lavage A l’alcool méthy- 
lique seul. 

3° Ces résultats confirment bien que le phénoméne de métachromasie, 
obtenu avec le rouge neutre ou le bleu de Nil, est bien une réaction 
de contact avec les constituants chimiques de la cellule mycobacté- 
rienne. 

En conclusion, il semble donc que Jinfluence de_ l’alcool-méthyl- 
éther soit prépondérante. 

On peut résumer nos résultats comme suit : 

Lavage & Veau, — Ne favorise pas la coloration. 

Lavage a lValcool méthylique. (Nous n’avons pas pu utiliser l’alcool 
élthylique qui a une action spécifique sur le bleu de Nil & pH 11 en 
présence de CO,Na,. La solution rose de bleu de Nil vire déja au bleu 
violet en présence “d’alcool éthylique, ce qui ne se produit pas avec 
Valcool méthylique pur ou mélangé a Véther a 50 p. 100 ou avec 
lacétone en mélange méthylique ; l’éther seul, également, n'est pas 
a utiliser.) — Favorise la coloration. 

Lavage @ UValcool-méthyl-éther. — Favorise intensément la coloration, 
qui apparait, suivant les cas, soit plus rapidement, soit plus intense, 
soit les deux a la fois. 

Lavage @ l’acétone seul. — Comme [alcool méthylique, retarde plutot. 

Lavage a lValcool méthylique + acélone. — Comme lalcool méthylique. 

Le meilleur solvant pour les lavages est donc, a froid, l’alcool méthy- 
lique-éther. 

Si on analyse plus finement l’action de ce mélange, on constate qu’il 
s’agit d’un solvant des lipides périphériques idéal pour le B. K. 

De ce fait, il semble que la réaction au bleu de Nil (ou au rouge 
neutre) apres lavage, soit 4 l’alcoo] méthylique, soit au mélange alcool- 
méthyl-éther, révéle l’existence de deux couches complexes périphé- 
riques : l’une en surface dégagée apres le lavage 4 l’alcool méthylique, 
l'autre plus profonde dégagée par le lavage a l’alcool-méthyl-éther. 

Dés lors, la double réaction bleu de Nil/alcool méthylique et bleu de 
Nil/alcool méthylique-éther révéle l’existence de ces deux couches. 

Si l’on examine le tableau I on voit que : 

H37 Rv et Brévannes donnent au bout d’un méme temps une réac- 
tion finale d’intensité égale (intense). Seulement le lavage alcool-éther 
la fait apparaitre plus vite. 

Boyer donne au bout d’un méme temps une réaction finale d’inten- 
silté égale (assez forte). Le lavage la fait apparaitre 4 peine plus vite. 

BCG donne au bout d’un méme temps une réaction beaucoup plus 
intense apres lavage & l’alcool méthylique-éther qu’aprés lavage 4 
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Tasresu I. — Influence du lavage préalable des corps bacillaires 
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b) La couche la plus périphérique est responsable de phénoménes 
spectaculaires d’attraction et d’action de masse dits « de virulence » 
(cordage, moustaches, cultures plus adhérentes, etc.) ; 

¢) La couche la plus profonde, ou l’une des couches les plus pro- 
fondes, est responsable des phénoménes toxiques. Par exemple, les 
souches Jes plus virulentes ou considérées classiquement comme telles 
sont trés riches en ces deux couches. 

La couche la plus périphérique, révélée aprés un simple lavage a 
lalcool méthylique, donne une réaction intense ; 

La couche la plus profonde, révélée aprés lavage alcool méthylique- 
éther, donne également cette réaction intense. 

Les souches moins virulentes, moins « toxiques », mais cependant 
tuberculigénes incontestables, type « Boyer », ont deux couches assez 
identiques, mais relativement moins riches que les précédentes. Aprés 
les deux lavages, la coloration est d’une intensité semblable. 

Les souches avirulentes ont également des couches A peu prés iden- 
tiques et trés peu chargées. Aprés les deux lavages la coloration est 
aussi négative dans un cas que dans l’autre. 

Les souches atténuées, type BCG, offrent un cas plus curieux. Les 
deux couches sont différentes. 

a) La couche la plus périphérique révélée aprés simple lavage a 
Valcoo] méthylique est peu chargée et la réaction est assez faible. 

b) La couche la plus profonde des deux, révélée aprés lavage alcool 
méthylique-éther, est beaucoup plus chargée que la premiére et la 
deuxiéme réaction est extrémement intense. 

La premiére couche fait que le BCG est un germe atoxique et ne 
peut se multiplier que trés modérément lorsqu’il est introduit chez 
Vhomme. 

La deuxiéme couche fait que le BCG peut néanmoins causer les 
quelques lésions tissulaires nécessaires pour produire une immunité 
de vaccination. 

Il nous semble donc que les réactions de métachromasie au rouge 
neutre ou au bleu de Nil gagneront 4 étre faites maintenant avec deux 
réactions de lavage préalables du germe. 
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POUVOIR LETAL 
DE CERTAINES SOUCHES ACAPSULOGENES 
DE B. ANTHRACIS 


par A.-M. STAUB, B. VIRAT et J. LEVADITI. 


Unstitut Pasteur.) 


Il est couramment admis que les souches non capsulées de 
B. anthracis ne sont pas virulentes pour le cobaye. Nous nous sommes 
demandé si cette affirmation restait vraie, lorsqu’au leu d’utiliser les 
voies sous-cutanée ou intradermique classiques, on pratiquait l’injec- 
tion intraganglionnaire qui a permis 4 Reilly [4] et ses collaborateurs 
de faire des observations si riches de conséquences. Nous avons utilisé 
des souches acapsulogénes, avirulentes et vaccinantes, type Sterne [4] 
et Stamatin [3] qui, injectées sous la peau ou dans Je derme des 
cobayes, font apparaitre des cedémes plus ou moins vyolumineux, mais 
ne tuent jamais les animaux. 

Nous avons injecté environ 20000000 de germes d’une culture de 
vingt-quatre heures dans le ganglion iléo-cecal de 32 cobayes. Les 
résultats ci-dessous (expériences 1 a, 2a, 3a, 4a) montrent qu’on peut 
tuer ainsi un certain nombre de cobayes et que le taux de mortalité 
est d’autant plus élevé que la souche est plus cedématogéne. 


TAUX DE MORTALITE APRES INJECTION DANS 
NATURE PROPRIETE 


EXP. : ee 

de la souche |caedématogéne (a) (b) (c) ' (a) 

le ganglion la rate le cour ea 
le péritoine 


Type Sterne | trés faible 

Type Stamatin 
: med trés faible 
Tee, moyenne 
mons trés forte 


Les animaux meurent en des temps variant de trois A neuf jours. 
\ l’autopsie on trouve généralement des lésions hémorragiques du 
tube digestif, qui peuvent aller d’une légere hyperémie au tableau 
décrit par Reilly : inflammation et ulcération des plaques de Peyer, 
suffusions sanguines et méme perforations intestinales. Nous avons 
observé aussi chez certains animaux de légers cedémes du pancréas, 
des épanchements dans le péricarde et des congestions rénales, parfois 


une atrophie de la rate et jamais d’hypertrophie (sauf chez un cobaye 
cle Vexpérience n° 4 a). 
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L’examen des frottis de rate chez les animaux des expériences 2 a 
et 3a n’a pas révélé de bacilles. L’ensemencement du sang du cceur, 
pratiqué seulement sur les animaux de l’expérience 4a, a été positif 
pour un seul cobaye, un a été négatif, les trois autres contenaient des 
germes de la putréfaction. L’examen histologique des organes des ani- 
maux, morts dans l’expérience n° 4a, a révélé la présence de bacilles, 
plus ou moins nombreux, dans les reins de 4 cobayes sur 5. Il est 
curieux de noter que l’un des cobayes dont Je rein contenait le plus 
de bacilles n’en avait pas dams son sang circulant. Les autres organes 
examinés (cerveau, poumon, foie, rate, rein, surrénales et moclle 
osseuse) en étaient dépourvus (sauf un cerveau) bien qu’ils aient tous 
montré un état congestif intense et des foyers de nécrose. 

Devant Virrégularité des résultats obtenus par l’injection dans !e 
ganglion iléo-cecal, nous avons essayé d’injecter les germes dans la rate. 
Dans l’expérience 1b avec la souche trés faiblement cedématogene du 
type Sterne, aucun des animaux n’est mort ; dans les expériences 3 b 
et 4b ot: la souche type Stamatin utilisée était beaucoup plus cedéma- 
togéne, 14 cobayes sur 15 sont morts en des temps variant de un & huit 
jours. 

Les Iésions macroscopiques observées & l’autopsie différaient suivant 
Ja souche utilisée : avec la souche n° 2 moyennement cedématogéne la 
congestion du tube digestif était discrete ou absente, par contre on 
nota chez 5 animaux des cedémes internes (du pancréas, du péricarde) 
intenses. La rate était souvent atrophiée, jamais hypertrophiée. Chez 
les animaux ayant recu la souche trés cedématogeéne n° 38, le tube 
digestif présentait toujours de la congestion ; les cedémes internes 
élaient beaucoup plus discrets et presque toujours périrénaux. Enfin, 
chez 4 animaux la rate était hypertrophiée et congestionnée. 

L’examen bactériologique différa aussi d’une expérience a l’autre. 
Chez les animaux de l’expérience n° 3b, l’examen des frottis de ta 
rate ne révéla jamais la présence de germes, sauf chez un animal mort 
en yingt-guatre heures ot: l’on distinguait des amas de bacilles en 
yoie de lyse. L’ensemencement du sang du cceur de 3 cobayes ne réyéla 
pas de bacilles charbonneux. Par contre, on découvrit dans le sang de 
tous les animaux de l’expérience n° 46 des bacilles charbonneux, en 
nombre beaucoup moindre toutefois que chez des animaux recevant 
une souche virulente (capsuiée) sous la peau. L’examen histologique 
des organes de ces derniers animaux montra de trés nombreux bacilles 
dans les reins ; tous les autres organes (cerveau, poumon, foie, rate, 
surrénales, moelle osseuse) n’en présentaient pas a l’examen des coupes, 
bien qu’ils fussent tous congestionnés avec des foyers de nécrose (1). 


(1) On peut se demander si les réactions inflammatoires observées dans 
les divers organes sont consécutives a la pullulation des germes au niveau 
du rein, ou si elles sont dues a la substance cedématogéne (responsable 
des cdémes apparaissant aprés injection intradermique ou sous-cutanée), 
ou A quelque autre toxine charbonneuse dont lexistence vient d’étre 
remise en question par de récentes publications [2]. On pourrait méme 
penser que la présence des germes au niveau du rein serait conséculive 
aA ces lésions, leur pullulation ne pouvant se produire dans un organe 
sain. Des expériences en cours nous permettront peut-étre de répondre 


a ces questions 
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Devant les résultats de l’expérience 4b, nous avons injecté environ 
10 000 000 de germes dans le coeur de 7 cobayes (expérience 4c) : les 
7 animaux sont morts entre deux et sept jours avec des bacilles dans 
le sang. La méme quantité de germes injectés sous la peau de 3 cobayes 
n’en a tué aucun (expérience 4 d). 

Nous avons injecté aussi dans le coeur de 3 cobayes une culture de 
germes de la souche du type Sterne : aucun n’est mort. Enfin une 
souche du type Stamatin moins cedématogéne que la souche n° 3 et se 
rapprochant de la souche n° 2 a tué aussi les cobayes par voie intra- 
cardiaque. 

En conclusion : 1° Des souches de B. anthracis cedématogénes (type 
Stamatin), qui ne tuent pas les cobayes lorsqu’on les injecte sous la 
peau, tuent les animaux de la méme espéce lorsqu’on les injecte dans 
Je coeur, dans la rate ou dans le ganglion iléo-cecal. 

2° Un certain nombre de cobayes meurent, aprés injection des germes 
dans la rate et dans le ganglion iléo-cecal, sans recéler de bacille 
charbonneux dans la majorité des organes et dans leur sang circulant, 
contrairement & ce qui a lieu avec les souches pathogénes encapsulées. 
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HAEMOPHILUS BRONCHISEPTICUS 
ET ALCALIGENES FAECALIS 


Il. — DE QUELQUES CARACTERES DIFFERENTIELS 


par P. THIBAULT, S. SZTURM-RUBINSTEN et D. PIECHAUD-BOURBON. 


(Service de Microbie générale de l'Institut Pasteur et C. N. R. S.) 


Les erreurs de diagnostic entre Haemophilus bronchisepticus et Alca- 
ligenes faecalis ne sont pas exceptionnelles. Ces deux germes possédent 
des propriétés communes dont les plus frappantes sont de ne fermenter 
aucun glucide et d’alcaliniser le lait ; souvent, en médecine humaine 
ou vélérinaire, le bactériologiste, dans son identification, se laisse 
influencer par la notion d’origine du produit pathologique. Deux 
d’entre nous se sont déja attachés 4 déceler des caractéres biochimiques 
différentiels [4]. Ils ont remarqué que la plupart des cultures étique- 
tées H. bronchisepticus possédaient une uréase tandis que les cultures 
A. faecalis en étaient généralement dépourvues. L’existence d’excep- 
lions, et particulitrement pour des souches de collection considérées 
comme souches-types, ne leur a pas permis d’attribuer 4 la présence 
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@uréase la valeur d’un caractére différentiel de certitude. Il était néces- 
saire d’établir un deuxiéme critére. Récemment, Ulrich et Needam [2] 
Vont apporté en montrant qu’il existe un parallélisme entre la pro- 
duction d’uréase et les besoins nutritifs : contrairement A A. faecalis, 
H. bronchisepticus hydrolyse rapidement l’urée et exige, pour se multi- 
plier, la présence de niacine. 

Ce test, basé sur les exigences de nutrition, est d’une exécution trop 
délicate pour la pratique journalitre. Nous avons étudié d’autres 
épreuves telles que lutilisation du citrate, la réaction avec lacide 
phényl-propionique introduite par d’Alessandro [3] dans l’étude des 
entérobactériacées, l’hémagglutination. En effet, Keogh, North et 
Warburlon [4] ont observé que les suspensions salines d’H. pertussis, 
parapertussis et bronchiseplicus agglutinent les hématies de nombreuses 
espéces animales, mais seulement, il est vrai, lorsqu’il s’agit de souches 
virulentes et hémolytiques. 

Souches étudiées. — Les souches étudiées avaient, pour la plupart, 
été recues ou isolées par nous-mémes en 1948 ; elles ont été conservées 
depuis cette époque, par simples repiquages sur gélose nutritive. Elles 
comprennent : 

Quinze souches étiquetées H. bronchisepticus: 3 proviennent du 
Lister Institute, 5 du laboratoire du D" Gledhill (du National Institute 
for Medical Research, Mill Hill, London), que nous remercions vive- 
ment, 7 isolées par nous-mémes. Une seule de ces souches est d’origine 
humaine, les autres sont d’origine animale : chien, chat, porc, lapin, 
cobaye, rat. 

Vingt souches étiquetées A. faecalis : 2 proviennent du Lister Institut, 
1 de la Collection de l'Institut Pasteur, 8 ont été isolées de selles 
humaines, 7 de pleurésies, de L.C.-R., d’urine, d’hémoculture ou 
d’abcés humains, 2 d’hémocultures de lapins. 

Uréase. — L’uréase a été recherchée dans le milieu de Ferguson ect 
Hook. 

Parmi les 15 souches considérées 4 l’origine comme H. bronchisep- 
licus, 14 ont donné une réaction positive en moins de quatre heures. 
La souche qui a fait exception avait été isolée des fosses nasales d’un 
lapin. 

Parmi les 20 souches considérées comme A. faecalis, 18 ont fourni 
des réactions négatives, 2 des réaclions positives rapides ; ces derniéres 
souches provenaient de collections et leur origine est inconnue. 

Hémagglutination. — L’hémagglutination a été recherchée dans des 
épreuves quantitatives en tubes pour une partie seulement des souches 
possédant une uréase. Des suspensions préparées en eau physiologique 
avec des cultures de vingt a vingt-quatre heures sur gélose étaient 
standardisées par opacité ; elles étaient distribuées en tubes de Kahn 
» des dilutions de double en double sous un volume de 0,4 cm* ; une 
suspension a 0,5 p. 100 de globules rouges lavés d’homme, de singe 
ou de poule était ajoutée en volume égal. La lecture s’effectuait aprés 
séjour de deux heures au laboratoire d’aprés l’aspect du sédiment. 

Pour vérifier la spécificité de l’hémagglutination observée, nous avons 
recherché son inhibition par des immunsérums introduits dans le 
mélange bactéries-globules. Nous avons employé deux méthodes. L’une 
utilisait des quantités variables de suspension microbienne en présence 
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d’une quantilé fixe de sérum ; l’autre, des quantités variables de sérum 
en présence d’une quantité fixe de suspension microbienne. Dans ce 
dernier cas, la quantité de bactéries représentait généralement 4 a 
© doses hémagglutinantes ; nous appelons ainsi arbitrairement la plus 
petite quantité de suspension microbienne qui provoque Vhémagglu- 
tination totale. 

Une technique trés simple a servi 4& éprouver toutes les souches 
éiudiées ; c’est la méthode sur lame suivie par Kauffmann [5]. On 
place sur une lame de verre I goutte de sang défibriné, dilué au 1/10 
en eau salée physiologique ; avec la pointe du fil de platine, on suspend 
dans cette goutte, les corps microbiens prélevés d’une culture de dix- 
huit A vingt-quatre heures sur gélose inclinée. Nous avons pu utiliser 
du sang hépariné sans que les résultats fussent modifiés. Les 35 souches 
cnt été éprouvées vis-i-vis des hématies d’homme, de singe, mouton, 
cheval, poule et, la plupart aussi, vis-’-vis des hématies de cobaye 
et de porc. 

Les résultats des réactions en tubes ont été assez irréguliers. Toufes 
les souches uréase-posilives éprouvées se sont montrées hémaggluti- 
nantes, mais 4 des titres divers. Parfois, la suspension non diluée 
déterminait une hémageglutination incompléte ; pour d’autres souches, 
la suspension diluée au 1/64 provoquait Vhémagglutination complete. 

Il a été possible de neutraliser |hémagglutinine avec un sérum 
préparé a laide de la souche homologue, mais cette condition n’est 
pas nécessaire. Aucune absorption de l’antihémageglutinine n’a été 
pratiquée, mais un sérum préparé avec la souche F 10, souche recue 
comme 4A. faecalis mais hémagglutinante et pourvue d’uréase, neutra- 
lisait non seulement Vhémageglutinine de F 10, mais aussi celles des 
H. bronchisepticus BI, BIT et BB2; le sérum anti-bronchisep- 
ticus 454 neutralisait également l’hémagglutinine de BB 2. 

Le titre en antihémagglutinines des sérums éprouvés variait consi- 
dérablement. Le sérum anti-F 10 A une dilution 1/320 neutralisait 8 
a 16 doses hémagglutinantes de Ja suspension homologue ; le sérum 
anti-bronchisepticus 452 était presque inactif. Il est vrai que la 
souche 452 était pauvre en hémagglutinine : seule, la suspension non 
diluée provoquait lhémagglutination des globules humains. 

Dans les essais sur lame, la réaction, lorsqu’elle est positive, est 
presque immédiate et d’une lecture facile. Quatorze souches sur 15 
étiquetées H. bronchisepticus se révélaient hémagglutinantes ; l’excep- 
tion concernait la souche dépourvue d’uréase isolée des fosses nasales 
d’un lapin. Des 20 souches étiquetées A. faecalis, 17 étaient inactives ; 


2 des 3 souches hémagglutinantes possédaient une uréase. 


Si Von compare la sensibilité des hématies suivant leur origine 
animale, on constate que pour l’ensemble des souches hémaggluti- 
nantes, la réaction est positive 17 fois sur 17 avec les globules 
d’homme et de singe, 12 fois sur 12 avec les globules de cobaye 
et de porc, 16 fois sur 17, et généralement avec une intensité 
moindre, avec les globules de mouton, 13 fois sur 17 avec les 
globules de poule et 11 fois sur 17 avec les globules de cheval. II 
est intéressant de noter qu’une souche comme la souche 452, pauvre 
en hémagglutinine dans les épreuves quantitatives pratiquées en tubes 
avec des globules humains, n’agglutine pas sur lame les globules de 
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mouton, cheval, poule, mais seulement les globules d’homme, <e 
singe, de cobaye et de porc. 


Coincidence des caractéres. 


wn 

A ye an 
ay es! ee ah as 
NOM DES SOUCHES A L'ORIGINE So | CS Sil Se Ml ee 

Sun ‘a= as g< aye 
Ze a= == ce c= 

s a= pe ae PE 

A. feealis ou H. bronchiseplicus . 35 18 16 4 0 
Tle TTR. eter PANG ES NEST 20 47 2 4 0 
(Eh, WROPAMSANWOS 56 S 5 6 5 5 6 45 4 44 0 0 


Hémolyse. — Le pouvoir hémolytique des cultures a élé étudié en 
présence de globules humains et de globules de mouton en milieux 
solides et liquides. L’ensemencement des géloses au sang se faisait A Ja 
surface des plaques en stries, en points séparés et aussi dans la masse 
du milieu liquéfié 4 dilution convenable pour obtenir des colonies 
isolées incluses dans la gélose. L’épreuve en milieu liquide se prati- 
quait en eau peptonée suivant la technique de Kauffmann [6]. 

A 2 cm® d’une solution peptonée & 1 p. 100, on ajoute 0,2 cm d’une 
suspension d’hématies lavées trois fois ; on ensemence a laide du fil 
avec une culture de vingt-quatre heures sur gélose ; on place les tubes 
a 37° pendant quarante-huit heures; on lit aprés vingt-quatre ct 
quarante-huit heures. 

Quelles que soient Ja méthode et l’origine des globules, quelle que 
soit la souche, aucune hémolyse n’était visible aprés vingt-quatre 
heures. Certaines cultures déterminaient en quarante-huit heures une 
hémolyse discréte dont l’interprétation est délicate. 

Réaction avec l’acide phényl-propionique. — Sur milieu gélosé addi- 
tionné de 5 p. 1000 d’acide phényl-propionique aucune souche, 
IT. bronchisepticus ou A. faecalis, n’a provoqué de réaction visible. 

Utilisation du citrate. — L’utilisation du citrate de soude a été 
recherchée pour toutes les souches en milieu de Koser, pour certaines 
sur milieu de Simmons également. Les résultats ne furent pas signi- 
ficatifs : ils furent irréguliers pour les cultures de l’une et l’autre 


espeéce. 
Discussion et conclusion. — La recherche de l’uréase sur milieu de 


Ferguson et Hook, celle de l’hémagglutination sur lame se sont révélées 
d’un grand intérét par leur constance et l’association quasi réguliére 
de leur positivité. Parmi les 35 souches étudiées, 17 étaient hémagglu- 
tinantes ; de ces 17 souches, une seule était dépourvue d’uréase ; 1’exis- 
tence de ce caractére aberrant a été vérifiée par culture sur milieu de 
Christensen. Le pouvoir pathogéne n’a pas été recherché. Toutes les 
souches étudiées possédaient un pouvoir hémolytique nul ou_ trés 
faible, peut-étre parce qu’elles étaient d’isolement ancien ; le pouvoir 
hémagglutinant des cultures H. bronchisepticus, parfois discret dans 
les épreuves en tubes, s’est révélé remarquablement stable et intense 
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dans le test sur lame; le sang d’homme, de singe, de porc ou de 
cobaye convient particulitrement 4 cette recherche. Sur 15 souches 
considérées A l’origine comme H. bronchisepticus, une seule souche 
Ctait dépourvue d’uréase et de pouvoir hémagglutinant ; il s’agit d’une 
erreur d’identification. Il en est probablement de méme pour 2 souches 
sur 20 recues sous le nom d’A. faecalis qui possédaient a la fois uréase 
et pouvoir hémagglutinant. Une autre souche étiquetée A. faecalis, 
d’origine inconnue et trés ancienne, était hémagglulinante sans pos- 
séder d’uréase ; son identité reste douteuse. 

Dans Ja pratique, le double caractére uréase+, hémagglutination+, 
décelable par des tests rapides, doit faciliter Videntification d’H. bron- 
chisepticus. 

Résumé, — 1° La recherche de l’utilisation du citrate irréguliérement 
positive pour les deux groupes de bactéries étudiées, la réaction avec 
l’acide phényl-propionique constamment négative, le pouvoir hémoly- 
tique n’ont permis aucune distinction entre H. bronchisepticus ct 
A. faecalis. 

2° La présence d’une uréase en milieu de Ferguson et Hook, l’hémag- 
vlutination sur lame avec les globules rouges d’homme, de singe, de 
pore ou de cobaye sont deux caractéres d’H. bronchisepticus qui per- 
mettent de le distinguer d’A. faecalis par des tests rapides. 
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HAEMOPHILUS BRONCHISEPTICUS 
ET ALCALIGENES FAECALIS 


Il. — SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES 


par S. SATURM-RUBINSTEN, Y. CHABBERT et P. THIBAULT. 


(C.N.R.S. et Institut Pasteur, Service de Microbie générale.) 


Deux caractéres nous ont permis, dans une note précédente [43] 
de distinguer Haemophilus bronchisepticus d’Alcaligenes faecalis : 
Vuréase en milieu de Ferguson et Hook et l’hémagglutination, ces 
deux caractéres étant positifs pour toutes les souches de H. bronchi- 
septicus, I] nous a paru intéressant d’étudier la sensibilité des souches 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 254 


que nous possédions vis-a-vis de différents antibiotiques afin de nous 
assurer s’il n’y avait pas 1a des caractéres différentiels nouveaux. 

Assez peu d’études ont été faites sur ce sujet. En ce qui concerne 
la Pénicilline une grande discordance régne dans les résultats. Bondi 
et Dietz [3], en milieu liquide, trouvent une souche d’A. faecalis 
inhibée par moins de 0,5 UO/cm* et Altemeier [4], avec la méme 
technique, 5 souches inhibées par moins de 0,05 UO/cm3. Cette sensi- 
bilité est en accord avec les résultats obtenus par Berengo et Bussi- 
nello [2] dans un cas d’endocardite & A. faecalis avec l’association 
Pénicilline + Sulfamides. Le germe était inhibé par 1,2 UO/cm* de 
Pénicilline et résistant & plus de 20 yg/cm*® de Sulfamides. Par contre, 
Iulton et coll. [7], étudiant 9 souches par la méthode de dilution en 
gélose, en trouvent 7 qui ne sont pas inhibées par 100 UO/cm? ou 
plus ; 2 seulement 1’étaient par 10 et 50 UO/cm’. De méme, Lutz et 
coll. [41] constatent que leurs 5 souches ne sont pas inhibées par 
100 UO/cm* en milieu liquide. 

On posséde peu de renseignements en ce qui concerne la Strepto- 
mycine. Les cing souches étudiées par Lutz et coll. [41] étaient résis- 
tantes 4 plus de 100 wg/cm’. 

Lors de l’étude générale des spectres d’activilté de la Chlortétracycline 
et de lOxytétracycline, Finlay et coll. [6], Hobby et coll. [9], Welch 
et coll. [44], Price et coll. [42] ont inclus dans leur liste des souches 
isolées d’H. bronchisepticus ou d’A, faecalis et les ont trouvées sen- 
sibles. 

Pour Lutz et coll. [44] ces deux antibiotiques et le Chloramphénicol 
ont des activités situées entre 1 et 10 ywg/cm’. 

Kagan et coll. [40] observent que la sensibilité de 6 souches 
d’A. faecalis vis-d-vis de la Polymyxine B s’étage de 0,4 & plus de 
4 wg/em%, ce qui est l’ordre de grandeur observé pour Ps. aeruginosa. 

Welch et coll. [45], en comparant les spectres des antibiotiques 
anciens avec l’Erythromycine et la Carbomycine, citent une souche 
inhibée par ces produits & la concentration de 3 et 12 ug/cm’. 


Tecunroues. — Nous avons étudié 20 souches dA. faecalis et 15 H. bron- 
chisepticus. L’origine de ces souches a été donnée dans la note précé- 
dente [43], mais elles ont été replacées dans leur véritable espéce. 

Toutes Ies souches ont été titrées par la technique de diffusion en gélose, 
avec lecture par rapport & un germe test proposée par lun de nous [4]. 

Cette technique a été complétée par une méthode de dilution dans les cas 
ott il a été nécessaire de préciser des différences. 

Pour la pénicilline on a comparé les résultats obtenus par trois tech- 
niques : diffusion en gélose, dilution en milieu liquide, et dilution en gélose 
(stries). La production de pénicillinase a été étudiée par la technique Gots 
modifiée par Haight et Finland [8]. 

L’action bactéricide des concentrations humorales de ces différents anti- 
biotiques a été étudiée suivant une technique proposée par lun de nous [5]. 


Résurtrats. — La Pénicilline fait apparaitre une différence tres nette 
entre les deux espéces. Alors que la sensibilité d’A. faecalis est trés 
variable et s’étage entre 0,7 et 50 UO/cm*%, celle d’II. bronchisepticus 
se situe entre 50 et 100 UO/cm*. Pour les 26 souches étudiées nous 
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obtenons les résultats suivants qui sont trés paralléles, quelle que soit 
la méthode de mesure utilisée : 


CONCENTRATION A. FACALIS H. BRONCHISEPTICUS 
minima inhibitrice U.O./em$ 17 souches 9 souches 


SS 


1 
4 
4 
6 
3 
4 
4 


Sur 8 souches d’A. faecalis, 6 ont montré une production variable 
de Pénicillinase, ce qui exlique les grandes variations de taux relatées 
dans la littérature & propos de cette espéce, surtout avec la technique 
en milieu liquide. 

Pas plus que pour les Staphylocoques producteurs de Pénicillinase, 
il n’est possible d’affirmer que A. faecalis ne sera pas atteint in vivo 
par la Pénicilline, l’observation de Berengo et Bussinello [2] est 1a 
pour le rappeler. D’autant plus que l'association avec d’autres anti- 
biotiques est capable de diminuer dans certains cas la production de 
cet enzyme in vilro, Par exemple, sur une souche (F 17), nous avons 
observé qu’au bout de vingt-six heures de contact la Pénicilline 
(10 UO/cm%) laissait 100 p. 100 de survivants, le Chloramphénicol 
(15 pg/cm$), la Tétracycline (5 pg/cm*) et PErythromycine (2 yg/cm*) 
respectivement 0,1, 10 et 100 p. 100 de survivants. L’association de 
ces trois antibiotiques avec la Pénicilline laissait moins de 0,01 p. 100 
de survivants. Cette synergie bactéricide est du méme ordre que celle 
observée avec certains staphylocoques. 

Par contre, aucune des trois souches d’H. bronchisepticus étudiées 
ne montrait de production de Pénicillinase. Ceci serait en faveur d’un 
mode de résistance différent pour cette espéce, ce qui introduirait une 
différence qualitative. Mais le trop petit nombre de souches étudiées 
el la présence de souches non productrices de Pénicillinase chez 
A, faecalis ne nous permettent pas de proposer un test de différencia- 
tion basé sur ce fait. 

Deux autres antibiotiques n’ont pas montré la méme activité sur, 
les deux espéces : l’Lrythromycine et la Polymyaine. 

Ces différences sont quantitatives et le groupement de la plus grande 
partie des souches n’est pas le méme. Les H. bronchisepticus sont trés 
sensibles 4 la Polymyxine, la plupart & des taux inférieurs 4 0,1 ug/cm’, 
tandis que les A. faecalis se groupent autour de 0,5 wg/cm*. Pour 
l’Erythromycine, on observe le phénoméne inverse, les A. faecalis étant 
dans l'ensemble plus sensibles que les H. bronchisepticus. 

Vis-a-vis des antibiotiques & large spectre : Chloramphénicol et Tétra- 
cyclines, il n’apparait pas de différences valables entre les espéces. 
Les 34 souches ¢ltudiées se sont montrées sensibles A moins de 
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10 wg/em* de Chloramphénicol et 2 moins de 8 ug/cm*® de Chlortétra- 
cycline ou d’Oxytétracycline. Pour la Streptomycine : 22 souches étaient 
inhibées par moins de 10 ug/cm*®, mais 12 ne l’étaient que par des 
taux compris entre 10 et 50 ug/cm*, dont 6 de A, faecalis et 6 de 


ERYTHROMYCINE POLYMYXINE B 
CONCENTRATION 
minima inhibitrice 
ng/cms. A. fecalis | H. bronchisepticus | A. fecalis | H. bronchiseplicus 
18 souches 16 souches 5 souches 8 souches 
eS | | 
OF03.- — _ = 3 
0,07. — — = 3 
OSA Si. thabes. cats 3 — 4 1 
0,3 4 = = — 
0,6 2 2 4 4 
AF 2 3 3 = = 
PAnI3) | 5 5 = = 
5 , — 5 —_ = 
Plus de 5 4 4 — — 


H. bronchisepticus. Il n’y a donc pas de différenciation nette avec ces 
antibiotiques. 

La Néomycine s’est montrée active sur toutes les souches & des taux 
inférieurs 4 10 wg/cm* et la Bacitracine inactive a la concentration de 
50 unités/cm?. 

Tous ces antibiotiques aux concentrations humorales ont laissé moins 
de 0,01 p. 100 de survivants aprés dix-huit heures de contact. Aprés 
six heures de contact seulement, la Streptomycine, le Chloramphénicol 
et la Tétracycline Jaissent entre 0,1 et 0,01 p. 100 de survivants et leurs 
associations sont en général synergiques. L’Erythromycine est moins 
active sur la plupart des souches mais elle est aussi capable de donner 
des associations favorables. 

Ces actions des antibiotiques, et particuliérement de 1’Erythromycine, 
et leurs effets bactéricides sont trés différents de ceux observés avec les 
Entérobactéries et les espéces étudiées en sont certainement éloignées. 

En conclusion ; L’action de la Pénicilline et surtout celle de 1’Ery- 
thromycine et de la Polymyxine montre qu’il existe des différences 
certaines entre A. faecalis et H. bronchisepticus. L’action bactéricide des 
divers antibiotiques est beaucoup plus accusée que celle observée habi- 
tuellement pour les Entérobactéries. 
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PURIFICATION DU VACCIN ANTIVARIOLIQUE SEC 
ET GLYCERINE PAR LA STREPTOMYCINE 


par H. ARNOULT. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


Dans un travail antérieur, Demarchi et nous-méme [4] avons établi 
que la streptomycine permettait de débarrasser le vaccin antivariolique 
sec de la plupart des germes saprophytes. 

Nous avons montré qu’en traitant avec 400 ug de streptomycine te 
gramme de pulpe vaccinale fraiche, nous amenions de plus de 20 000 
’ moins de 1000 le nombre des germes saprophytes contenus dans 
{ ml de vaccin reconstitué prét & Vemploi, et que l’adjonction de eet 
antibiotique ne modifiait en rien la virulence ni la durée de conser- 
vation du vaccin antivariolique sec. 


A Vorigine nous ne comptions traiter par la streptomycine que le 
yaccin sec, qui était notablement plus souillé que le vaccin glycériné. 
la mise en pralique de ce procédé renversa la situation : le vaccin 
sec streptomyciné contenait moins de germes saprophytes que le vaccin 
glycériné. Aussi avons-nous décidé d’appliquer la méme méthode de 
purification a la lymphe vaccinale glycérinée. 

Actuellement, le vaccin sec et le vaccin glycériné préparés a 1’ Institut 
Pasteur de Saigon sont tous deux traités par la streptomycine, qui est 
ajoutée 4 la pulpe fraiche 4 raison de 400 wg par gramme ; les autres 
temps de la préparation sont restés inchangés. 

Chaque lot de vaccin est soumis d un contrdéle de virulence et un 
contréle de pureté. 
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Les numérations des germes, toujours faites dans les mémes condi- 
tions, nous ont donné les résultats suivants : 


(Ces résultats concernent 29 lots de vaccin sec et 29 lots de vaccin 
glycériné traités par la streptomycine.) 


SSS A I SY SS 


VACCIN SEC STREPTOMYCINE VACCIN GLYCERINE STREPTOMYCINE 


Nendimator Nombre de germes Novae ot Nombre de germes 
au ml au ml 


200 200 
400 , 200 
500 : ere ota 200 
800 py}! 3 000 
600 SO Gaus e ; 400 
200 ; seeietNe (has 400 
600 9 OWT ru. OAs 900 
200 y 302 300 
300 aoe 100 
500 aolley | 000 
100 se , 500 
4100 Be bs: : 450 
300 7 : 300 
100 ous 700 
500 tcl nies aie eee 200 
600 Sloe ne oe a 800 
400 wee 200 
250 5 SEE oe ge hk ESI 600 
500 OD area on tale 600 
200 \Fiec? 100 
350 ar ae 400 
500 : 400 
100 5 Beir 000 
200 = BON | 400 
400 sean 800 
500 enae 000 
800 ~ EE STE Secshs 150 
000 SUEY 200 
200 = 6k 400 


Chiffre moyen 454 germes Chiffre moyen 710 germes 


Ces numérations de germes montrent que, si l’on traite par 400 pg 
de streptomycine le gramme de pulpe fraiche, on améne le nombre 
des germes saprophytes contenus dans 1 ml de vaccin prét a l'emploi 
» un chiffre inférieur 2X 1000. Nous constatons que, pour 1l’instant, 
les résultats obtenus sont meilleurs pour le vaccin sec (451 germes) 
que pour le vaccin glycériné (710 germes). 

Les contréles de virulence selon la méthode de Camus ont confirmé 
que la streptomycine était sans influence sur l’activité et la durée de 
conservation de ces deux variétés de vaccin antivariolique. 

Tous les lots de vaccin antivariolique que délivre maintenant ]'Institut 
Pasteur de Saigon sont traités par la streptomycine. Ils contiennent 
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moins de 1000 germes saprophytes par millilitre et donnent sur la 
peau rasée du lapin des pustules confluentes a la dilution al 000. 

Ils possédent donc les qualités exigées par l’Organisation Mondiale 
de Ja Santé. 
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CONCENTRATIONS HUMORALES 
OBTENUES AVEC LA TETRACYCLINE PER OS 


par M. BARME et Y. CHABBERT. 


(Institut Pasteur.) 


Troisiéme terme d’une série comportant déja la Chlortétracycline ct 
l’Oxytétracycline, la Tétracycline se distingue des précédents par une 
toxicité plus faible et des concentrations plus élevées dans les humeurs 
apres prise per Os. 

Chez des malades traités & |1’7H6pital Pasteur, nous avons étudié les 
concentrations sanguines obtenues avec des prises répétées toutes les 
six heures. 


Trecunrour. — Nous avons utilisé la méthode de diffusion verticale en 
gélose molle (Asheshov eit Strelitz [4], Torii et coll. [2], Mitchinson 
et Spicer [3], Velu et Craipeau [4]) en lui apportant les modifications 
suivantes : 

Inoculum représenté par une suspension de spores de Bacillus cereus 
n° 5 (ATCC 10702, Coll. I. P. n° 54-9). 

Gamme étalon diluée dans du plasma du malade au temps zéro, c’est- 
d-dire avant toute ingestion d’antibiotique afin d’obtenir des diffusions 
identiques avec les solutions de la gamme et les plasmas & titrer. 

Titrage sur plasma séparé et congelé immédiatement aprés la prise de 
sang, afin d’éviter une dénaturation de l’antibiotique thermolabile. 

Insemencement de la gélose 4 1 p. 100, pH 6,8 avee un inoculum donnant 
environ 105 spores par centimétre cube. Répartition en tubes de 4x70 mm. 
A la surface de la gélose, on dépose 0,30 cm% des plasmas A titrer et des 
solutions de la gamme au demi allant de 10 pg/ems a 0,15 pg/cems. Chaque 
tube est reproduit & 4 ou 6 exemplaires. 

Prédiffusion de quatre heures A la glaciére. Aprés une nuit A l’étuve 
i 37°, lecture des distances d’inhibition en 1/10 de millimétre sur la platine 
mobile d’un microscope a faible grossissement. On obtient une relation 
linéaire entre les distances d’inhibition et le logarithme des concentrations 
sur toute Vétendue de la gamme. 

Des essais comparés avec dautres méthodes donnent des résultats 
voisins. Le technique décrite permet une sensibilité supérieure et une pre- 
cision admettant une erreur de l’ordre de 5 A 10 p. 100. 


Résutrats. — Putnam et coll. [5] ont vu que dés la premiére heure 
qui suit la premiére prise, on peut déceler la Tétracycline dans le sang. 
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Le taux de Tétracyclinémie augmente ensuite progressivement avec les 
prises répétées toutes les six heures jusqu’A un niveau stabilisé en 
quarante-huit heures en moyenne autour de 2,5 uwg/cm’ avec 1 g par 
jour et de 4 a 5 wg/cm avec 2 g. 


Nos taux moyens sont trés voisins : 3 ug/cm® avec 1 g et 4,5 wg/cm3 
avec 2 g par jour. La figure 1 représente les courbes moyennes que 


0,25. toutes les 6h. 0,50q. toutes les 6h. 


UO/orm3 UD /om3 
8 em ao/orp 
6 6 Y 
MOYENNE 
4 , 4 
OYENNE 
a Y a 
hai ie eS L ee A 
Ca aad 3 6 
HEURES APRES UNE PRISE 
Fie. 41. 


nous avons établies pour 15 malades en cours de traitement (la zone 
de dispersion traduit des variations individuelles importantes). 

Avec l’Auréomycine et la Terramycine, Welch [6] avait décelé en 
moyenne 1,5 wg/cm® avec 1 g et 2,5 wg/cm® avec 2 g par jour. 

Ces taux sont donc nettement inférieurs & ceux que nous avons 
obtenus avec la Tétracycline. 

Une telle comparaison semble un peu artificielle, car Welch utili- 
sait une méthode différente de la ndtre, et, de plus, il existe de 
grandes variations d’un sujet a l’autre. 

Aussi avons-nous étudié les taux sanguins pour des mémes doses 
de Tétracycline et d’Auréomycine successivement chez un méme sujet 


baem® /E56GS 2cas Seas 
: | | 
—o— TETRACYCLINE 
6 L (0,50q. toutes les 6h.) 
5 ee eS [ we -0eees CHLORTETRACYCLINE 
(0,50g, toutes les 6h.) 
4 L 
3 L 
2] pie, SUS; gia enescece . L ee ei 
| [eee 
“S09 
O TR eT I 
bas acum 4 Sie l i 
HEURES APRES UNE PRISE “per os 
Fic. 2 


et dans les mémes conditions, Chez trois sujets différents, on retrouve 
une auréomycinémie toujours inférieure et proportionnelle a la tétra- 
cyclinémie (fig. 2). 
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ConcLusions. — Les concentrations humorales de la Tétracycline 
administrée per os sont plus élevées que celles obtenues avec 1’Auréo- 
mycine et la Terramycine, mais avec d’importantes variations indi- 
viduelles. 

Il est intéressant de déterminer le taux sanguin d’un antibiotique 
par une méthode simple et précise, afin d’amener ce taux 4 un niveau 
thérapeutique convenable. 
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COMPARAISON BIOCHIMIQUE D'UNE SOUCHE SENSIBLE 
(STAPHYL. AUREUS LONDRES) 


AVEC UNE SOUCHE RESISTANTE (STAPHYL. « LEG ») 
AUX ANTIBIOTIQUES (°). 


par Anrornetrz BOLLE (**). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie thérapeutique 
et Service de Chimie biologique.) 


Dans une étude bactériologique portant sur des souches pathogénes 
plus ou moins sensibles aux antibiotiques, nous nous sommes occupée 
plus particuliérement de la résistance d’une souche de Staphylococcus 
« Leg », isolée d’un malade, souche qui supporte des doses thérapeu- 
liquement inutilisables de la plupart des antibiotiques appliqués seuls 
ou en associations. 

Il faut 100 U. de pénicilline par millilitre de milieu peptoné et 
glucosé pour inhiber en vingt-quatre heures la croissance de Staphyl. 
« Leg » résistant, alors que moins de 0,1 U./ml inhibe dans le méme 
laps de temps la croissance de Staphyl. aureus (Londres) sensible. 

Cette résistance d’emblée nous a obligée a utiliser comme souche 
de comparaison, non pas la souche sensible de Staphyl. « Leg » que 
nous n’avons pas réussi a isoler, mais une souche de Staphyl. aureus 
(Londres) sensible. Cet état de choses nous oblige & une certaine pru- 


(*) Travail réalisé au cours d’un stage effectué A l'Institut Pasteur avec 
Vaide d’une bourse de 10.M.S. 

Nous tenons & remercier ici M. le professeur Tréfouél pour Vintérét 
qu’il a bien voulu manifester A l’égard de notre travail. 

(**) Adresse actuelle ; Laboratoire de Pharmacie Galénique, Université, 
Genéve (Suisse), 
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dence dans l’interprétation des résultats qui vont suivre, puisque la 
souche résistante n’est pas un « mutant » de la souche sensible. 

A. Caractéres morphologiques et physiologiques des deux souches. 
— La souche de Staphyl. « Leg » produit de la pénicillinase tandis 
que la souche de Staphyl. aureus (Londres) sensible n’en produit pas. 

Sur gélose, la souche « Leg » se distingue de la souche de Staphyl. 
aureus par une pigmentation jaune beaucoup plus intense. Le pig- 
ment semble s’atténuer par une série de repiquages sur milieu 
peptoné et glucosé, alors que la résistance demeure inchangée. Par 
contre, il suffit de repiquer la souche sur gélose pour voir le pigment 
réapparaitre. La souche résistante de « Leg » présente un caractére 
plus anaérobie que la souche sensible. C’est ainsi qu’en milieu liquide 
non aéré, la souche résistante se développe un peu plus rapidement 
que la souche sensible (phase de latence de deux heures pour ‘la 
souche « Leg » et de trois heures pour la souche de Staphyl. aureus). 

L’activité respiratoire mesurée a l’aide de l'appareil de Warburg 
atteste une respiration endogéne plus forte pour la souche résistante 
que pour la souche sensible. De méme la souche résistante de « Leg » 
oxyde beaucoup mieux les divers substrats qu’on lui fournit que ne Je 
fait la souche sensible. Cette observation fut déjd faite en présence de 
guanosine sur d’autres souches résistantes par Beljanski [4]. 

Le tableau suivant fait état de l’ensemble des résultats manomé- 
triques obtenus, déduction faite de la respiration endogéne. 


MM? D’Og CONSOMME EN 4 H. 

ar 4 mg de bactéries , 

P & DIFFERBNCE EN P. 100 
RESPIRATION ENDOGENE par rapport 


Souche Souche 4 Ja souche sensible 
de Sta. « Leg»|de Sta. aureus 
(résistante) (sensible) 


Conc. en p. 100 
du vol. 38 


Avec substrat 


GlucosGses 
Guanosine . . 
Cysteine . . 


L’oxydation de la cystéine par la souche résistante est beaucoup 
plus forte qu’en présence de la souche sensible. D’autre part, la teneur 
en cuivre est plus forte chez la souche résistante qui contient 
15 pg Cu/50 mg de poudre acétonique, alors que la souche sensible 
n’en contient que 11,5 pg/50 mg de poudre acétonique. La teneur en 
fer, par contre, est plus faible chez la souche résistante que chez ta 
souche sensible. I] serait intéressant d’étudier si la constitution du 
pigment jaune de la souche résistante intervient d’une maniére parti- 
culiére dans ces processus d’oxydation [2]. 

B. Constitution chimique des deux souches. — Le dosage chimique 
des acides nucléiques révéle une teneur en acide ribonucléique plus 
forte pour la souche résistante que pour la souche sensible. Ces obser- 
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vations sont en accord avec les travaux de Machebceuf et de ses colla- 
borateurs portant sur la forte accumulation d’acide ribonucléique par 
les souches résistantes a la streptomycine, durant leur phase de 
latence [3, 4]. 

L’hydrolyse acide des protéines fut effectuée pour chaque souche 
sur 2 ml de suspension bactérienne (contenant 10-12 mg de bactéries) 
au moyen de 2 ml d’HCl concentré et de 2 ml d’eau. Le tube scellé 
est porté A l’étuve A 110° pendant vingt-quatre a trente-six heures. 
L’HCl des hydrolysats est chassé par évaporation sous vide et le résidu 
de pH neutre est alors soumis 4 la chromatographie sur papier d’aprés 
la méthode de Machebceuf et Munier. Les solvants utilisés furent le 
phénol saturé d’eau et le butanol acélique [4, 5]. 

Quant aux acides aminés obtenus par l’hydrolyse acide, il s’avére 
que leur nombre n’est pas le méme: la souche résistante de « Leg » 
présente sur les chromatogrammes une tache de moins que la souche 
sensible. 

D’aprés les R; calculés sur la base de plusieurs chromatogrammes, 
mous croyons pouvoir affirmer que l’acide aminé manquant dans ia 
souche résistante est l’acide glutamique. Or, Gale [6] affirme que 
la pénicilline empéche le passage de l’acide glutamique dans la cellule 
bactérienne. Une souche pénicillino-résistante pourrait-elle par consé- 
quent avoir modifié son métabolisme de maniére a se passer de cet 
acide aminé ? 

Devant l’intérét de cette observation, il resterait & déterminer si 
l‘absence d’acide glutamique est une conséquence du caractére résis- 
tant de la souche « Leg » ou si la souche sensible du méme type 
« Leg », & supposer qu’on puisse l’isoler, n’est pas elle-méme déja au 
départ privée de cet acide aminé. 

Conclusions. — 1° La souche résistante de « Leg » présente une 
pigmentation jaune beaucoup plus intense que la souche sensible de 
Staphylococcus aureus (Londres). 

2° La souche résistante de « Leg » a une respiration endogéne plus 
forte que la souche sensible ; elle oxyde davantage les substrats qui 
lui sont offerts (glucose, guanosine, cystéine). 

3° La souche résistante de « Leg » accumule davantage d’acide ribo- 
nucléique que la souche sensible. 

4° La souche résistante de « Leg » ne contient pas d’acide gluta- 
mique, contrairement A la souche sensible. 
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NOTE SUR LA BIOLOGIE DES HUMUS FORESTIERS 
par Pa. DUCHAUFOOR et J. POCHON. 


(Ecole Nationale des Eaux et Foréts. Institut Pasteur.) 


Les sols forestiers se caractérisent par un mélange incomplet et pro- 
gressif de la matiére organique au sol minéral. On observe ainsi, A Ja 
surface du sol, des strates successives (ou « horizons »), de moins en 
moins riches en humus vers la profondeur. 

Si la décomposition est lente (Mor), il se forme en surface un 
horizon dit « A, », presque exclusivement organique, ou dominent 
les éléments a structure « organisée ». Cet horizon surmonte un 
horizon mixte (appelé A,), caractérisé par un mélange intime de 
matiére minérale et d’humus. 

Si la décomposition est trés rapide (Mull), aucun horizon A, n’est 
visible, car les débris 4 structure plus ou moins organisée disparaissent 
tres vite.On observe seulement un horizon mixte A,, plus ou moins épais. 

C’est donc la vitesse de décomposition des débris végétaux qui 
différencie au premier chef les humus forestiers : or ces débris végé- 
taux sont d’autant plus fortement attaqués par la microfaune et la 
microflore qu’ils sont plus riches en azote et mieux pourvus en bases : 
d’ot: l’intérét de deux « constantes » chimiques, que l’on utilise pour 
les caractériser : 

1° Le rapport carbone/azote (A condition de bien préciser la nature 
de Vhorizon en jeu, car le rapport diminue avec la profondeur). 

2° Le pH, complété par le taux de saturation en bases échangeables, 
c’est-a-dire le rapport: somme des bases échangeables/capacité totale 
d’échange, exprimé en milliéquivalents pour 100 g. 

Le métabolisme microbien des tissus végétaux donne des éléments 
minéraux (CO,-N ammoniacal résultant de l’ammonification, N nitrique, 
parfois, résultant de la nitrification) et des complexes colloidaux, en 
général acides (humus au sens strict, ou acides humiques) et assez 
stables. De plus, certains éléments résistent a l’action microbienne 
(lignine, tannin) formant des complexes résiduels, trés acides et 
pauvres en azote. Les premiers sont surtout abondants en milieu 
neutre ou alcalin, et biologiquement actifs. Les seconds dominent en 
milieu défavorable. Les deux fractions sont séparables par divers pro- 
cédés d’extraction et de précipitation. 


I. CaRAcTERES PEDOLOGIQUES DES HUMUS FORESTIERS. — On peut dis- 
tinguer trois types fondamentaux d’humus forestiers, formés en aéro- 
hiose. Pour chacun d’eux, un échantillon particuliérement caractéris- 
tique a été étudié, du point de vue microbiologique. 

Humus calcique. — C’est humus de forét formé en présence de 
calcaire actif (ou tout au moins en milieu saturé en calcium échan- 
geable). 

L’horizon A, organique est presque inexistant ; par contre, on note 
la présence d'un horizon A, noir, épais (10 a 20 cm), contenant 8 a 
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12 p. 100 de matiére organique (9,5 pour l’exemple choisi) et caracté- 
risé par une structure en gros grumeaux stables 4 l’eau. 

Le rapport C/N est voisin de celui du Mull, lorsqu’il est mesuré trés 
superficiellement. Mais il s’abaisse trés vite et atteint la valeur de 
10 environ, A 4 ou 5 cm de profondeur. La capacité d’échange est 
presque totalement saturée en calcium et le pH oscille entre 7 et 8 
(7,5 pour le sol étudié). 

Mull (humus douz forestier). — Il prend naissance en forét feuillue, 
en bonne condition, sur roche-mére dépourvue de carbonates. 

En raison de la rapidité de la décomposition de la matié¢re orga- 
nique fraiche, l’horizon A, est inexistant. On n’observe qu’un mince A,, 
peu coloré, de quelques centimétres d’épaisseur et ne formant pas de 
transition nette avec le sol minéral ; la structure est encore une struc- 
ture grumeleuse, mais les grumeaux sont moins caractérisés et moins 
stables que dans le cas précédent. 

Le rapport C/N est toujours inférieur & 20, en général de 12 4 15 
(17,5 pour le sol étudié). Le pH et les taux de saturation en bases sont 
trés variables, suivant la richesse en calcium de la roche-mére: le 
pH oscille entre 5,0 et 6,5, et le taux de saturation entre 20 et 70 p. 100. 
L’exemple étudié est caractérisé par un pH 5,5 et un taux de satu- 
ration d’environ 60 p. 100. 

Mor (humus brut forestier). — C’est humus qui caractérise les 
landes 4 Bruyéres (« terre de Bruyéres ») et certaines foréts résineuses 
(Pin-Epicéa), sur roche-mére filtrante et trés pauvre en bases. 

L’horizon A,, de structure variée suivant la nature des débris (gra- 
nuleuse, fibreuse ou « grasse »), est tres bien différencié ; son épaisseur 
dépasse 5 cm et peut atteindre 20 cm. La partie superficielle est, en 
général, plus grossiére (« couche de fermentation ») que la partie 
inférieure (« couche humifiée »). Par contre, horizon A,, trés noir, 
est peu épais et offre une structure par « grains isolés ». C’est un 
horizon A, de surface qui a fait l’objet de l’étude microbiologique, 
qu’on trouvera ci-aprés. 

Le rapport C/N du Mor est élevé : 30 & 45 pour Vhorizon A, (43 pour 
l’échantillon étudié) ; il peut s’abaisser A 25 pour lVhorizon ere PS 
pH de A, est, en général, inférieur 4 4 (3,6 pour Ile sol étudié) ; }e 
{eux de saturation égal ou inférieur 4 10 p. 100. 

Caractéres microbiologiques des humus forestiers. — Sur des pré- 
Jévements de ces trois types d’humus nous avons réalisé une analyse 
microbiologique aussi compléte que possible, dans 1l’état actuel des 
techniques. 

La numération de la microflore totale (méthode des dilutions sur 


plaques de gélose-extrait de terre) a donné les chiffres suivants (par 
gramme de terre) : 


Bacteriesenp ees.) oon) ee ee ee 2.108 3.408 5.107 
ACiMONTY.GCeleS ty any ole se Ae 2.107 3 407 25.404 
ChaAmplenOns a 11 euch e) eeu 5.405 4.108 4.406 
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fl y a donc cent fois moins de bactéries dans le Mor que dans les 
deux autres types d’humus et prés de dix fois moins d’actinomycétes 
(on sait la sensibilité de ces germes a l’abaissement du pH). Par contre, 
les champignons, comme on pouvait s’y attendre, y sont en grand 
nombre. Le rapport bactéries/champignons est surtout significatif : il 
est de 400 pour 1’HCa, de 75 pour le Mull et de 50 pour le Mor. L’HCa 
se différencie donc ici nettement des deux autres par sa richesse rela- 
tive en bactéries. 

Nous avons ensuite étudié systématiquement l’activité des groupe- 
ments microbiens physiologiques, responsables des différentes réac- 
tions du cycle de l’azote (fixation, ammonification, nitrification, déni- 


AMMONIFICATION 


OILUTIONS 


trification) et du cycle du carbone (cellulolyse, hémicellulolyse, amy- 
lolyse). 

Les techniques suivantes ont été utilisées [4] : 

Fixation : Azotobacter. Terre moulée au pyruvate de sodium et pour- 
centage de grains de terre fertiles sur silico-gel au pyruvate de sodium. 

Clostridium. Pourcentage de grains de terre fertiles sur silico-gel au 
glucose. 

Ammonification : Milieu liquide a la tyrosine. 

Nitrification : Pourcentage de grains de terre fertiles sur silico-gel 
et technique en milieu liquide (le chiffre indiqué est la dilution limite 
donnant une nitritation et une nitratation). 

Dénitrification : Technique en milieu liquide. 

Cellulolyse : Pourcentage de grains fertiles sur silico-gel-papier. 

Hémicellulolyse : En milieu liquide. Le chiffre indiqué est la dilution 
limite active. 

Amylolyse : En milieu liquide. 

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau et les courbes 
ci-joints. 
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On peut noter une différence sensible entre HCa et Mull, ce dernier 
étant, dans l’ensemble, légérement moins actif, sauf en ce qui 
concerne l’ammonification plus accentuée dans le Mull que dans 
Vhumus calcique. Ce dernier fait est d’ailleurs confirmé par les expé- 
riences de minéralisation a l’étuve [2]. La différence entre le Mor et 


Azotobacter — terre moulge 0 
Azotobacter — silico-gel B Bi) Sei sent 
Clostridium tc) <i) BORD aA 0020p. 100 
Germes nitreux : 
Silico-gel =o) ASps400 4p. 100 


Liquide 10> 104 
Germes nitriques : 

Silicosgellas ci oe Sony oat 20 0 

Liquide 40-2 40-1 
Cellutolytiques 20 p. 100 4p. 100 
Hémicellulolyliques. | 10-7 i =t 
Amylolyse 
Ammonification voir les courbes. 
Dénitrification 


les deux autres humus est beaucoup plus accentuée, l’activité du Mor 
étant extrémement faible. 


Ces résultats concordent donc avec ceux de Ja numération de !a 
microflore totale. 


Conclusion. — On admet que la grande activité biologique des 
humus calciques provoque la décomposition rapide de la matiére orga- 
nique fraiche et la synthése biologique de complexes humiques abon- 
dants énergiquement liés 4 l’argile, qu’ils floculent en grumeaux. De 
fait, l’'analyse microbiologique nous a montré une grande activité des 
divers groupements microbiens physiologiques, ainsi qu’une microflore 
totale abondante. 

Nous avons retrouvé cette méme activité et richesse dans le Mull, ot 
la décomposition des débris végétaux est trés rapide, bien que ne 
donnant lieu qu’d une faible synthése de complexes humiques. Des 
nuances permettent cependant de différencier microbiologiquement 
ces deux types d’humus (en particulier l’ammonification et 1’équilibre 
du rapport bactéries/champignons). 

Enfin, dans le Mor, l’acidité trés forte et l’insuffisance d’azote frei- 
nant lactivité microbienne, la minéralisation des débris est parti- 
culiérement lente, d’ot leur accumulation en surface avec formation 
de complexes résiduels trés dispersés, A base de lignine et de tannin, 
migrant en profondeur et responsables de la « podzolisation ». De fait 
l’analyse microbiologique met en évidence une microflore totale 
réduite, avec perturbation considérable de l’équilibre bactéries/cham- 


pignons et une activité extrémement faible de tous les groupements 
microbiens. 
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A noter que la richesse de la faune (en particulier des Lombrics) 
marche de pair avec celle de la microflore pour ces 3 types 
dhumus [3]. 

L’ensemble de ces résultats concorde avec ceux observés par 
Y. Dommergues [4]. Il parait donc possible d’opposer les sols forestiers 
aux sols agricoles, les premiers se caractérisant par leur pauvreté en 
Azotobacter, leur richesse en Clostridium fixateurs, leur pouvoir ammo- 
nifiant élevé, leurs pouvoirs nitrificateur et cellulolytique trés faibles. 
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FLORE MICROBIENNE OCULAIRE 


par N. CABAU, J.-B. BARON, F. MONESTIER et S. GUILLON. 


(Laboratoire de la Clinique Ophtalmologique de lHétel-Dieu, Paris.) 


Nous avons, depuis le mois d’aotit 1952, relevé les résultats de 1’étude 
systématique de la flore microbienne oculaire sur les malades venus 
au laboratoire de la Clinique ophtalmologique de 1’Hétel-Dieu. 

Cette étude a porté sur des prélévements effectués, soit au cours de 
conjonctivite, soit pour des examens systématiques avant intervention. 

L’identification du germe a été faite par culture sur milieu ordinaire 
(gélose nutritive ou bouillon), et sur milieu diagnostic spécial (sérum 
de boeuf) quand c’était nécessaire. 

Au cours de l’année aotit 1952-aodt 1953, nous avons fait 539 exa- 
mens et prélévements et obtenu 219 cultures positives, soit 30 p. 100. 
Entre aotit 1953 et aodt 1954, nous avons obtenu 391 cultures positives 
pour 623 prélévements, soit 62,76 p. 100 des cas. 

Cette étude nous a permis de constater les faits suivants : 

1° Une augmentation du pourcentage des cultures positives dans la 
seconde année. Ce pourcentage présente des maxima pour les mois 
octobre-novembre et avril-mai. 

2° La flore microbienne oculaire est constituée pour plus de la 
moitié de staphylocoques : staphylocoques blancs dans les 9/10 des 
cas et staphylocoques dorés dans 1/10 des cas. Assez rarement nous 
avons trouvé des streptocoques, une fois du pneumocoque (Diplococcus 
pneumoniae). Nous n’avons eu qu’une fois également une conjonc- 
tivite 4 gonocoques (Diplococcus gonorrhae). 

Parmi les microbes du type bactériales, le plus fréquemment 
retrouvé est le Culis commune (Corynebacterium). Nous avons éga- 
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lement retrouvé, et de plus en plus souvent, des germes du type entéro- 
bactériacées : colibacille (Escherichia coli) ou coliforme (Proteus vul- 
garis) ou pyocyanique (Pseudomonas aeruginosa). Nous avons trouvé 
le bacille de Morax (Hemophilus lacunatus) quelquefois. 


3° L’examen de la répartition saisonniére de cette flore microbienne 
au cours de ces deux années présente quelques particularités. 


Bien que nous ayons toujours employé les mémes techniques d’iden- 
tification, nous avons noté l’absence de cocci autres que le staphylo- 
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coque avant janvier 1953, et nous avons vu l’apparition progressive- 
ment croissante des bacilles au niveau de 1’ceil. 
Augmentation importante de la fréquence du Cutis commune 
(Corynebacterium) avec maximum entre les mois d’octobre et mars. 
Apparition et augmentation de fréquence des Entérobactériacées 
4 partir d’avril 1952. 
_Au contraire, le staphylocoque semble se maintenir 4 un taux rela- 
eon ee et nous n’avons relevé aucune conjonctivite dont 
e bacille de Morax (Hemophilus lacunatu i 
Zar eR nee sees P atus) serait responsable entre 
Il semble donc, d’aprés cette étude systématique de deux années 
que la flore microbienne de l’ceil soit en abondance croissante (augmen- 
tation du pourcentage de cultures positives) et que le nombre et la 
variété des germes en cause en soient plus importants, les bacilles du 
type Entérobactériacées se retrouvant de plus en plus souvent. 
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POUVOIR TOXIQUE SUR LA SOURIS BLANCHE 
D'EXTRAITS SOLUBLES FUNGIQUES ET MICROBIENS 
PREPARES SUIVANT LA TECHNIQUE DE MAUTE 


par B.-P. DESPUJOLS. 


Unstitut Prophylactique.) 


La technique de Mauté [4] (produit soluble microbien staphylococ- 
cique utilisé comme vaccin préventif et curatif) mous a permis de pré- 
parer en 1932 une « abortine » et une « mélitine » utilisables dans 
le traitement de la mélitococcie. On peut généraliser ce procédé. 

Pratiquement, il suffit de préparer une suspension de microbes 
vivants dans l’eau distillée, & 1000000000 de germes par centimétre 
cube et de la laisser vingt-quatre heures a l]’étuve 4 37° aprés addition 
de 1/10 de lessive de soude par centimétre cube. Aprés ce délai, il 
s’est produit une lyse plus ou moins compléte. On neutralise alors 
par l’acide chlorhydrique et l’on filtre sur papier. Le liquide clair 
obtenu ne contient plus de microbes vivants. On peut assurer la stéri- 
lisation par addition de formol, dans la proportion de 1 p. 1 000. 

Ce produit est-il toxique ou non? On peut s’en assurer en injectant 
0,5 cm® de cet extrait dans le péritoine de la souris. Elle meurt en 
vingt-quatre heures ou survit. 

Nous avons constaté un pouvoir létal pour diverses souches patho- 
genes de Candida albicans, tropicalis, etc., isolées dans diverses affec- 
tions pulmonaires, cutanées, etc., mais non pour les levures du type 
Saccharomyces (levure. japonaise, etc.) non pathogénes, mais douées de 
propriétés fermentatives marquées. 

Il est A noter que l’endotoxine signalée par S. B. Salvin [2], pré- 
parce avec une technique différente, parait moins active, ainsi qu’une 
« levurine » utilisée dans un service parisien, également mortelle pour 
la souris, mais dans un délai plus long (cinq jours). 

Il sera peut-étre possible d’utiliser ces extraits pour le diagnostic 
des affections mycosiques (intradermo-réactions), mais il nous ‘a paru 
intéressant d’étudier avec le méme mode d’extraction le pouvoir 
toxique de diverses espéces microbiennes. Nous en portons les résultats 
sur Ja liste ci-jointe, évidemment provisoire et incompléte. Dans cette 
liste, le chiffre entre parenthéses indique le nombre de souches dont 
Vextrait soluble a été injecté, le signe + signifie : animal mort en 
vingt-quatre heures, le signe O: animal survivant aprés vingt-quatre 
heures. 

Nous ne pouvons actuellement préciser la nature chimique de ces 


extraits. Hs paraissent relativement thermostables et Reese en partie 
& travers la cellophane. 
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Du point de vue biologique, il peut étre intéressant d’étudier le 
mécanisme de ce choc. endotoxique comparativement a celui produit 
par les antigénes du type O, extraits par la méthode de Boivin. 
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MM. G. Barski, R. Robineaux et M. Endo présentent un film sur 
« L’évolution de la lésion cellulaire de poliomyélite in vitro étudiée 
4 l’aide de la cinématographie au contraste de phase. » 


Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Recherches sur les titres d’anticorps (en réaction de fixation 
du complément) significatifs en France d’une infection 
récente due aux virus de la grippe, des oreillons et du 
groupe ornithose, par M. Priiarp, R. Somer et J. GrnesTE. 


Passage dans le sang de la tétracycline, par M™°* Couture et 
Mattirarp et M. Dusosrt. 
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Etudes sur les bactéries ligninolytiques, par M. Raynaup, 
B. Bizzint, G. Fiscuer et A.-R. PRivor. 


ELECTIONS 


MM. J. Augier, A. Boujnah, Y. Chabbert, A. Girault et M™° M. Peyré 
sont élus membres de la Société Francaise de Microbiologie. 


LIVRES RECGUS 


A. Névot. — Le diagnostic bactériologique en pratique médicale. 1 vol., 
531 p., 115 fig., Masson édit., Paris, 1954. 

Cet ouvrage est destiné aux éléves qui préparent le certificat de 
bactériologie des Facultés de Médecine et de Pharmacie, ainsi qu’aux 
directeurs de laboratoires d’analyses médicales. Il correspond & l’ensei- 
gnement pratique donné a la chaire de bactériologie de la Faculté de 
Médecine et est une mise au point des notions actuelles et des tech- 
niques de la bactériologie. Aprés avoir décrit les méthodes de stérili- 
sation, filtration, centrifugation, les divers milieux de culture et l’iso- 
lement des germes aérobies et anaérobies, l’auteur étudie les microbes 
pathogénes pour l’homme et s’étend, -en particulier, sur les techniques 
d’isolement du bacille tuberculeux & partir des différents matériels 
suspects. Un chapitre est consacré aux antibiotiques, 4 leurs méthodes 
de titrage, 4 la détermination de la sensibilité des germes aérobies et 
anaérohbies a ces antibiotiques ; un autre, a l’hygitne alimentaire et 
& Vexamen bactériologique des eaux, des viandes, du lait, des coquil- 
lages, etc. Enfin une derniére partie envisage le prélévement et l’examen 
des produits pathologiques & partir des différents organes ou excrétions 
de homme. 
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Ciba Foundation Symposium: The Kidney. 1 vol., 333 p., J. et A. 
Churchill édit., Londres, 1954. Prix : 32 shillings. 

Ce volume renferme les communications, suivies de leurs discus- 
sions, présentées & ce Symposium, dont le nombre des membres avait 
été limité 4 35, provenant de huit pays différents. Il comprend 22 tra- 
vaux, qui traitent des rapports entre structure et fonction du rein, 
régulation de l’équilibre acide-base, fonction des tubules, et divers 
problémes de l’excrétion des électrolytes. H. T. 


Le Gérant : G. Masson. 
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